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1.1  はじめに 
本章では，序論として，本研究の背景や目的などについて述べる．まず，「1.2」
節で，本研究を理解する上で必要な基礎的事項である，細胞の凍結について，
細胞の凍結過程の画像例を示しつつ解説する．細胞の凍結様式は，氷結晶が細
胞内に生じる細胞内凍結と，細胞外にのみ生じる細胞内凍結に分けられ，両者
は凍結の機構が異なり，凍結の条件，特に冷却速度によって決まることが多い
（「1.2.1」項）．この凍結様式によって，細胞損傷のメカニズムも異なり，細
胞外凍結では溶液効果や細胞外の氷結晶からの機械的ストレスが主な損傷原因
であるの対し，細胞内凍結では細胞内の氷結晶からの機械的ストレスによる損
傷が主である（「1.2.2」項）． 
このような，生体に対する凍結には，破壊と保存の 2 つの効果があり，本研
究では，後者の応用である凍結保存を主な目的とするため，その基礎的事項に
ついて「1.3」節で解説する．凍結保存は，医療，農業，創薬などの幅広い分野
で用いられているが，凍結・融解による損傷や保存のメカニズムは必ずしも十
分には解明されておらず，現状における凍結保存の対象や条件は限定的である． 
凍結保存後の生存性を高めるためには，凍結保護物質の添加が必須であり，こ
れの種類や性質についても概説する（「1.3.1」項）．凍結保存には，現在，緩
速凍結保存とガラス化保存の 2 つのアプローチがあり，これらの方法について
も簡単に説明する（「1.3.2」項）． 
本研究では，上記の凍結保存を，神経細胞に適用するため，これに関する従
来の研究と問題点について，「1.4」節で説明する．神経細胞の凍結保存は，懸
濁状態での保存（「1.4.1」項）と，ネットワークを形成した状態での保存（「1.4.2」
項）に大別される．創薬時の薬剤スクリーニングでは，現在，新鮮，または，
凍結保存された神経細胞の懸濁液や，新鮮な神経組織の切片が用いられている
が，懸濁状態の神経細胞は，融解後に分化誘導する必要があり，準備が煩雑で
ある．神経ネットワークを形成した細胞や組織を，そのままの状態で凍結保存
が出来れば，神経細胞を用いたスクリーニングの大幅な効率化が実現できると
考えられるが，このような凍結保存については未解明な点が多く，未だ実用化
されていない． 
以上の背景に基づいて，本研究の着眼点と目的を「1.5」節で述べる．本研究
では，神経ネットワーク形成に必要な神経突起を有する神経細胞の凍結に関す
る基礎的特性を理解することを目的とし，基質に付着した神経様細胞に対する
凍結実験を行う． 
最後に，「1.6」節で本論文の構成について述べる． 
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1.2  細胞の凍結 
1.2.1  凍結様式 
細胞の凍結様式は，凍結が細胞内で起きる細胞内凍結と，細胞外で起きる細
胞外凍結に分けられる．両者は凍結の機構が異なり，凍結の条件，特に冷却速
度によって決まることが多い(1.1)(1.2) ． 
 比較的低い冷却速度で細胞懸濁液を冷却すると，多くの場合，まず細胞の外
側の水溶液が凍結する．冷却が進むにつれ，細胞外の氷結晶が成長するに従っ
て，細胞外液中の溶質濃度が増加し，細胞内外に浸透圧差が生じるため，細胞
は脱水・収縮される． 溶質全ての共融点以下まで温度が低下すると，細胞内で
は溶質と飽和した水の混合物の凝固が起こり凍結は完了する．以上の現象が細
胞外凍結であり，一例として，ニチニチソウの柔細胞から細胞壁（主成分：セ
ルロース）を取り除いたプロトプラストの緩速凍結の挙動を Fig. 1.1a に示す．
矢印で示すプロトプラストの形態は，細胞外の氷結晶に囲まれる前の-0.8°C では
明瞭だが，-4.5°C では，脱水・収縮のため不明瞭になっている．このような細胞
外凍結による脱水速度は，細胞の種類や状態による膜の透過性の差や，細胞の
大小による体積対表面積の比などによって左右される．  
 これに対して，冷却速度が比較的高い場合には，細胞からの脱水が進まず，
残存水分が多いうちに試料温度が低下し，過冷却が蓄積し，その解除により細
胞内凍結を起こす．細胞内に氷結晶が出来ると，細胞内を透過する光が散乱，
減衰され，細胞は暗化（フラッシング）する．一例として，ニチニチソウの柔
細胞のプロトプラストでは，比較的早い冷却速度（10°C/min）で凍結した場合，
-20.2°C において細胞内凍結し，暗化が生じている（Fig. 1.1b）．また，細胞内
凍結後は，細胞は，収縮・変形をきたすことなく，全体の形態を維持する．細
胞内凍結が生じる冷却速度は，細胞の体積に対する表面積の比と，その温度に
おける細胞膜固有の透過性に依存する． 
 
1.2.2  凍結による細胞損傷 
 凍結・融解後の細胞の損傷は，凍結の際の条件や細胞の種類によって質的・
量的な差があるが，生存率の冷却速度依存性を一般化すると Fig. 1.2 のような N
字曲線となる(1.1)． 
 冷却速度が比較的遅い，A における生存率の低下は，細胞外凍結に起因する．
細胞外凍結によって起こる細胞損傷の機序については，細胞膜脂質が濃縮塩に
より一部分解されることによるという塩害説(1.3)や，脱水による細胞の収縮が原 
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Fig. 1.2  Conceptual diagram for relation between cooling rate and viability 
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因であるという最小容積説(1.4)がある．塩害説や最小容積説における，細胞外の
水溶液の濃縮が原因となる効果は，溶液効果と呼ばれる．また，細胞間あるい
は細胞と氷結晶間の機械的な作用により損傷をうけるという機械的ストレス説
(1.5)(1.6)もある． 
 冷却速度が比較的高い，C における生存率の低下は，細胞内凍結に起因する．
これは，主に，細胞内氷結晶によって細胞内小器官や細胞膜が破壊されること
によると解釈されている． 
生存率は，A と C の中間的な冷却速度，すなわち最適冷却速度 B で高くなる． 
この速度では，細胞外凍結によるストレスに曝される時間が比較的短く，一方 
，細胞内凍結を起こすにはやや遅いため，生存率が高くなると考えられる． 
さらに C を越えて D のように極端に冷却速度の大きい冷却速度では，細胞内
氷結晶ができても極めて微細であるか，あるいはほとんど氷結晶を作らずに固
化するガラス化状態であるため，細胞は損傷を受けないと考えられる．ただし，
この速度では，実際上ごく少数の細胞しか凍結することができない． 
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1.3  凍結保存 
細胞や組織などを，生命機能を損なわず保存する技術の確立は，医療や農業
などの幅広い分野で待望されている．医療分野では，患者の細胞を保存してお
くことが出来れば，将来的にその細胞を患者自身または他人が移植や生殖など
に利用することが出来る．農業分野では，家畜の生殖細胞などの保存は，畜産
の効率化に資する．また，実験動物の生殖細胞や，作物の胚・分裂組織などを
保存することにより，系統保存が可能になる．系統保存により，種の多様性が
維持され，品種改良や，乱獲や環境の変化によって減少した品種の補充が効率
化する．創薬時の薬・毒物スクリーニングなどを含む，細胞を用いた科学研究
においても，実験材料である細胞の準備の効率化，同一の個体由来の細胞を使
った実験の反復などに役立つ． 
 細胞や組織を生きたまま保存する方法には，継代培養，低温保存，凍結保存
などがある．継代培養による細胞の維持においては，多大な時間が必要とされ，
継代過程において遺伝子の変異が生じてしまうリスクがある．低温保存では，
数日から数週間，良好に保存され得るが，より長期間の保存のためには，凍結
保存が必須である． 
 細胞や組織の凍結・融解後の生存性は，当該生体材料の種類，冷却速度，加
温速度，保存温度，凍結保護物質の種類と濃度などの条件に依存することが知
られている(1.7)(1.8)．これらの因子によって，氷結晶の形態，細胞の挙動，氷結晶
と細胞の相互作用などの凍結・融解挙動が変化し，最終的に凍結・融解後の細
胞の生存性が決定する．しかし，その損傷や保存のメカニズムは必ずしも十分
には解明されておらず，現状における凍結保存の対象や条件は限定的であり
(1.9)(1.10) ，それらの拡大のためには，種々の生体材料の凍結・融解挙動と融解後
の生存性との関連性について，より詳細な情報を得ることが重要である(1.11)(1.12)． 
 
1.3.1  凍結保護物質 
 凍結保存後の生存性は，最適な冷却と加温の速度を選択することによって高
まるが，凍結保護物質なしでは基本的に非常に低くなりやすい．凍結保護物質
は，凍結前に細胞の懸濁液に添加すると，添加しない場合よりも，融解後の細
胞の生存性が高まるような薬剤であり，一般には細胞膜を透過できるものとで
きないものとの二つのグループに大別される．前者のグループに属するものが
細胞膜透過型凍結保護物質（DMSO, グリセリン，種々のグリコールやアミド類
など）で，後者のグループに属するものが細胞膜非透過型凍結保護物質（糖類，
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デキストラン，ヒドロキシエチルデンプン，ポリビニルピロリドンなど）と呼
ばれるものである． 
 細胞膜透過型凍結保護物質の共通性は，低分子であること，低温においても
水溶性が高く高濃度に濃縮可能で，薬害が少なく，しかも細胞内に透過しうる
ことにある(1.2)．このような物質は，その束一性により溶液の氷点を効果的に下
げ，各凍結温度での氷晶形成量を減らし，細胞内外の塩濃度の濃縮を抑える．
細胞膜非透過型凍結保護物質の作用機序としては，凝固点降下による細胞外の
塩濃度の濃縮の抑制，細胞膜の保護，水の構造変化などの説があるが，いずれ
も完全な説明は出来ていない．保護効果を示す非透過型凍結保護物質は，共通
して，水に対する溶解度が高く，低温でも析出せずに濃縮する． 
  
1.3.2  凍結保存の手法 
 細胞や組織を効果的に凍結保存するには，現在，緩速凍結保存とガラス化保
存の 2 つのアプローチがある．近年の凍結保存研究は，主に，緩速凍結保存法
の改良と，ガラス化保存法の発展に主眼が置かれている． 
 緩速凍結保存では，試料を比較的低濃度の凍結保護物質に平衡させ，Fig. 1.2
の B の状態で凍結させることを目標とする．本方法では凍結保護物質の濃度を
それほど高くする必要がないため，それによる毒性が小さく，その添加や除去
における浸透圧ストレスも小さい．また，冷却速度も遅いため，サンプルサイ
ズが比較的大きくても，目的の冷却速度を達成することが可能であり，血球(1.13)，
精子(1.14)，胚(1.15)，骨髄(1.16)，皮膚(1.17)などの細胞・組織に対して，既にある程度
実用化されている． 
 ガラス化保存法では，試料を高濃度の凍結保護物質に平衡させ，急速に冷却
し，Fig. 1.2 の D の状態，すなわち，細胞の内と外のいずれにも氷結晶を生じさ
せず，試料全体をガラス化させる．サイズの大きなサンプルの場合，冷却速度・
融解速度を十分に速くすることができないこと，その分凍結保護物質の濃度を
上昇させるためその毒性が増すこと，試料内の物質移動速度が遅く凍結保護物
質の試料への浸透や試料からの除去が難しいことなどから，未だ安定した成功
例は報告されていない．一方，サイズが小さなサンプルに対しては，冷却速度
を十分速く，保護物質の濃度を比較的低く抑えることができるため，胚(1.15)など
の細胞において既にある程度実用化されている． 
 
  
9 
 
1.4  神経細胞の凍結保存 
神経細胞も，他の細胞と同様に，医療や創薬などの分野で凍結保存法の確立
が切望されている．神経細胞の基本的な特徴としては，Fig. 1.3 で右側の位相差
画像に示すように，中心部の細胞体から多数の細長い神経突起が伸びる構造を
持つ．この神経突起を介して神経細胞同士が接続し，電気的な情報伝達を行う
神経ネットワークが形成される．神経ネットワークによって，生体における種々
の重要な機能が制御されるため，神経細胞は薬剤や毒物のターゲット細胞とし
ても重要である．また，神経細胞は増殖能が低く，得られる細胞数が十分でな
いことが多いため，凍結保存の必要性が高い． 
神経細胞の凍結保存に関しては，再生医療における細胞移植療法や創薬時の
薬・毒物スクリーニングにおける細胞準備の効率化などを目的とし，これまで
主に懸濁液の状態の神経突起を持たない細胞を対象に研究されてきた．この種
の細胞には，未分化状態で，まだ神経突起を伸長させていない神経幹細胞など
の細胞（Fig. 1.3a）や，分化後に懸濁によって神経突起が切断された細胞（Fig. 1.3b）
などが含まれる．しかし，これらの細胞の凍結保存後の品質は，必ずしも十分
ではなく，移植医療用としては未だ用いられていない．薬・毒物スクリーニン
グなどでは，既にある程度実用化されているが，懸濁状態の神経細胞は，実験
に使用する前に，分化誘導・神経突起伸長・神経ネットワーク形成の過程が必
要となり煩雑である．一方，ネットワークを形成した細胞群を，そのままの状
態で凍結保存が出来れば，神経細胞（Fig. 1.3c）や神経組織（Fig. 1.3d）を用い
たスクリーニングの大幅な効率化が実現できると考えられる． 
以下，懸濁状態の神経細胞の凍結保存に関する従来の研究を「1.4.1」項で，
神経ネットワークの凍結保存に関する従来の研究を「1.4.2」項で紹介する．な
お，神経細胞の凍結保存に関連して，凍結保存された神経線維（軸索の束）は，
融解後の移植によって，in vivo で欠損した神経線維の再生（再伸長）の補助に
利用可能である(1.18)(1.19)が，本研究との関わりが少ないため，付録で述べる． 
 
1.4.1  懸濁状態の神経細胞の凍結保存 
1.4.1.1  初代神経細胞の凍結保存 
初代神経細胞の凍結保存において，比較的良好な成果が得られた例の多くは，
動物種に依らず，7~10v/v%の DMSO を添加した溶液中で，冷却速度が H~1°C/min
の緩速凍結保存を行っている(1.20)．冷却速度と凍結保存後の細胞の品質の関係に
ついて，ラットの大脳由来神経細胞では，融解後の生存率は，H = 10°C/min ま
たは 15°C/min では減少し，H = 30°C/min では 0 となった(1.21)．ヒト胎児腹側中
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脳組織細胞では，H = 0.3°C/min で凍結保存し，融解後の生細胞の神経伝達物質
含有量などが，コントロールとほぼ同等であることが報告されている(1.22)．以上
のような緩速凍結保存において，加温速度に関しては，急速加温（37°C のウォ
ーターバスに 30~40 秒浸漬）の方が，緩速加温（室温に 5~7 分静置）よりも生
存性が良いことが示されている(1.21)． 
 凍結保護物質の種類と濃度に関しては，これまで多くの検討がなされており，
DMSO は最も広く使用されている．ラット胎児の大脳皮質と脳幹由来神経細胞
において，2~4v/v%の DMSO では 10v/v%よりも生存性が低下し(1.23)，牛胎児小
脳皮質と海馬由来神経細胞でも，4v/v%または 8v/v%の DMSO では 10v/v%より
も生存性が低下することが報告された(1.24)(1.25)．また，ラット(1.21)，ウシ(1.25)，ヒ
ト(1.26)の初代神経細胞で，15~20v/v%以上の DMSO では生存率が低下するという
報告がある．多くの研究では，浸透圧ストレスを軽減するため，DMSO は徐々
に添加しているが，ワンステップで 10v/v%DMSO に浸漬しても，保護物質に対
する曝露時間が減少し，比較的良好な生存性を得られることが，ブタ胎児中脳
由来神経細胞で報告されている(1.27)．DMSO の除去に関しては，生存性に対する
影響が大きい事が示されており，ワンステップでの除去では，多段階の希釈に
よる除去と比べて，27~39%生存性が落ちることが，ヒト胎児の中脳や線条体由
来神経細胞などにおいて報告されている(1.28)． 
 他の凍結保護物質で初代神経細胞の凍結保存研究に用いられているものの一
つして，グリセリンがあるが，ラット(1.29)とヒト(1.26)の初代神経細胞において調
べられている範囲では，DMSO と比較して融解後の生存性は低い．一方，スク
ロースと組み合わせたプロパノール溶液下での凍結保存では，ヒトの胎児腹側
中脳由来神経細胞において，DMSO に匹敵する生存性が得られている(1.30)．細胞
膜非透過型凍結保護物質の使用例としては，7~21w/v%のポリビニルピロリドン
単独の溶液で凍結保存された場合に，ラット胎児大脳由来神経細胞において，
生存性が非常に低くなるという報告がある(1.21)．胎児ラット中脳由来神経細胞に
対して, 0.1w/v%メチルセルロースを用いた凍結保存では，移植後の移植片の生
存性は 0 だったが，10v/v%DMSO と組み合わせると，DMSO 単体の場合よりも
生存性が上がった(1.31)．しかし，in vitro における生存性は，0.1w/v%のメチルセ
ルロースと 10v/v%DMSOを組み合わせても，上昇しないという報告(1.32)もある． 
 約 10v/v%DMSO 中で緩速凍結保存し，融解後に色素排除能や残存細胞数によ
って生存率を計測したとする報告は多く，その結果にはかなりばらつきがある
ものの，生存率は 10~90%程度(1.30)(1.33-1.35)であり．移植後の移植片のサイズはコ
ントロールに対して，概して小さくなる(1.23)(1.34)(1.36)(1.37)． 
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 凍結保存された中脳由来神経細胞は，融解後の培養状態（ラット(1.38)，サル(1.35)，
ヒト(1.30)）または移植後の移植片（ヒト(1.39)，ブタ(1.27)）において，ドーパミン神
経細胞への分化能を維持することが報告されている．ドーパミン神経細胞の割
合は，非凍結の場合と同等であるいう報告(1.28)(1.34)があるが，40%程度に減少し
た例もある(1.33)．パーキンソン病モデルラットに対して，凍結保存したヒト(1.33)，
ブタ(1.27)，ラット(1.34)由来の初代神経細胞を移植したところ，回転行動が改善し，
非凍結の場合と同等まで回復する場合もあったが，一方であまり改善しない場
合もあった(1.32)(1.39)．凍結保存されたヒト胎児中脳由来神経細胞をパーキンソン
病の患者へ移植する臨床研究では，4 人中 3 人にわずかな臨床的改善がみられた
が，4 人目の患者は，移植から 4 か月後に死亡し，移植片中にドーパミン神経細
胞は認められなかった(1.40)．一方，非凍結の細胞を移植されたグループでは，全
員に大きな改善がみられた(1.41)(1.42)． 
 
1.4.1.2  神経幹細胞の凍結保存 
 初代神経細胞は，その供給量が少ないという問題があるが，これに対するア
プローチの一つとして，神経組織中に含まれる神経幹細胞を in vitro で培養・増
殖させる方法がある．初代神経組織から取り出した神経幹細胞を浮遊状態で培
養すると，ニューロスフェアと呼ばれる細胞塊を形成する(1.43)．このようにして
増殖させたラット胎児中脳由来神経細胞をパーキンソン病モデルラットに移植
すると，回転行動の改善が見られた(1.44)．しかし，初代神経組織由来の神経幹細
胞は分裂回数が限られており，実際には長期間の安定した継代培養は難しく，
凍結保存する必要がある． 
ニューロスフェアに対する凍結保存研究の報告では，あまり詳細な方法は記
述されておらず，多くの研究では，10~15v/v%の DMSO を用いて緩速凍結し，
液体窒素中で保存後，急速解凍している(1.20)．in vitro で増殖させた胎児ラット由
来初代神経幹細胞を凍結保存・融解後，形態は非凍結の場合と同等だったが，
ドーパミン神経細胞への分化能は低下していた(1.44)．同様に増殖させた胎児ラッ
トの初代神経幹細胞を凍結保存・融解後，生存性を調べたところ，60%程度とな
ったという報告もある(1.45)．ヒト胎児由来神経幹細胞の凍結保存・融解後の生存
性は 70~95%であり，少なくとも 2 回の凍結・融解の繰り返しまでは，分化能を
保っていた(1.46)．幹細胞を 4 回継代後，凍結保存し，融解後さらに 9 回継代し，
ラットに移植したところ，移植後の生着，増殖，分化が観察された(1.47)．しかし，
移植細胞は，神経組織以外の部分にも侵入しており，この原因は不明である． 
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 多数の神経細胞を生み出す神経幹細胞は，成熟した大人のマウスからも得ら
れ，in vitro で増殖させ，凍結保存・融解後にパーキンソンモデルラットに移植
する実験が行われた(1.48)．融解後の細胞の生存性は，85~95%であり，移植後の
回転行動は改善されたが，移植片のサイズは非凍結の場合の 67%だった． 
 Milosevic らは，マウス胎児前脳由来神経幹細胞に対して，複数の凍結保護物
質（グリセロール，エチレングリコール，DMSO，血清，トレハロース）の効果
を比較している(1.49)．細胞は，緩速凍結保存され，急速融解から 1 週間後，いず
れの条件でも細胞の生存性は 50%以下に減少した．もっとも成績が良かったの
は，10%グリセロールまたは 10%DMSO を用いた場合で，トレハロースの有無
には依存しなかった．生存性は減少したものの，神経細胞の分化能は，非凍結
の場合と同等だった．  
神経幹細胞を，初代神経組織からだけでなく，胚性幹細胞（ES 細胞）から分
化誘導することにより入手する方法も発見され(1.50)，これにより移植細胞の供給
源の選択肢が増えた．わずかな細胞数の ES 細胞からでも，大量の神経細胞を生
み出すことが可能である．しかし，神経幹細胞から神経細胞を誘導するのは数
日で済むのに対し，ES 細胞から誘導する場合は 3~4 週間かかるため，神経幹細
胞に誘導した状態で凍結保存しておくことが望まれる．マウス ES 細胞から誘導
した神経幹細胞を 10v/v%DMSO で緩速凍結保存・急速融解後の形態は非凍結の
場合と同等であり，分化誘導後に神経細胞マーカーを発現し，電気的興奮性も
有していたが，生存性としては 52%だった(1.51)．なお，ES 細胞由来神経幹細胞
は，分化が不十分な状態で移植すると癌化する危険性があり(1.52)，安全性を確実
にするための検討が続けられている．  
 
1.4.2  神経ネットワークの凍結保存 
創薬時の薬・毒物スクリーニングでは，現在，新鮮な初代神経細胞懸濁液や
凍結保存された神経細胞懸濁液，新鮮な神経組織の切片が用いられているが，
細胞懸濁液としての神経細胞の場合には，実験に使用する前に，分化誘導・神
経突起伸長・神経ネットワーク形成の過程が必要となり煩雑である．もし，in vitro
でネットワークを形成した細胞をそのままの状態で凍結保存が出来れば（Fig. 
1.3c），神経細胞を用いたスクリーニングの大幅な効率化が実現できると考えら
れる．また，同様に，新鮮な神経組織を凍結保存した組織（Fig. 1.3d）に置き換
えることが出来れば，非常に便利であり，その場合には in vivo での神経ネット
ワークの維持が要求される．しかし，このような目的の研究はこれまでほとん
ど追究されておらず，未だ実用化はされていない． 
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 Ma ら(1.53)は，マウス胎児脊髄由来初代神経細胞を in vitro で培養し，ネットワ
ーク形成した神経細胞に対する凍結保存を行った．細胞に神経ネットワークを
形成させた後，ディッシュに接着させたまま，10v/v%DMSO を添加した培養液
に平衡し，細胞をコラーゲンに包埋する場合と包埋しない場合で比較した．緩
速に−80°C まで冷却後，液体窒素中に移し，2 か月間保存した．融解後，コラー
ゲンに包埋した場合の方が，コントロールよりも，細胞膜の色素排斥能に基づ
いた生存率が約 2 倍程度高かった．さらに，持続的な情報伝達のために必要な
シナプス小胞のリサイクリングも，コラーゲンへの包埋を行った群でのみ観察
された．同様の実験系で，Malpique ら(1.54)は，材料として神経様細胞へ分化誘導
したマウス神経芽細胞腫由来細胞株（N2a 細胞）を用い，細胞をアルギン酸塩ゲ
ルに包埋することによって，包埋しない場合よりも，細胞内酵素活性に基づく
生存性が 3 倍程度上昇することを示した．しかし，これらの研究では，ゲルに
包埋した場合でもまだ生存率が比較的低く(6~7 割程度)，また，電気的な機能の
正常性は調べられていない． 
また，Pichugin らは，ラットの海馬組織の切片（厚さ 475µm）に対して，ガラ
ス化保存と緩速凍結保存の比較を行った(1.55)．ガラス化保存では，61w/v%の凍
結保護物質を含むガラス化液と平衡させ，液体窒素で冷却されたアルミニウム
製のブロックに接触させることで，-130°C まで冷却し，3~7 分維持した後，急
速に加温した．緩速凍結保存では，30w/v%のグリセロールを含んだ溶液で，約
1°C/min で-20°C まで冷却後，即座にウォーターバスで融解した．融解後，切片
全体から抽出した K+と Na+の濃度比を生存性の指標として評価した場合，ガラ
ス化保存の方が，緩速凍結保存に比べ，その生存性が 3~6 倍程度向上し，非凍
結の場合の 90%以上まで到達することが示された． ただし，神経伝達能や，よ
り長時間保存後の生存性については調べていない．  
 以上のように，神経ネットワークの凍結保存研究では，細胞の生存性と神経
伝達能の両方を十分に保存出来たことを報告した例はなく，また，凍結・融解
挙動や，生存性に対する冷却条件の詳細な影響などの基礎的な点も調べられて
いない．なお，凍結保存した神経組織の移植への応用についても研究されてい
るが，神経細胞・組織は，基本的に移植前に懸濁する必要があるため，当該研
究では神経ネットワークの保存については考慮されていない． 
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1.5  本研究の着眼点と目的  
神経細胞の凍結保存では，再生医療における細胞移植療法や創薬時の薬・毒
物スクリーニングにおける細胞準備の効率化などを目的とし，これまで主に，
懸濁液の状態の神経突起を持たない細胞を対象に研究されてきた（「1.4.1」項）．
しかし，懸濁状態の神経突起を持たない神経細胞は，融解後の準備が煩雑であ
る．ネットワークを形成させた細胞群を，そのままの状態で凍結保存が出来れ
ば，神経細胞や神経組織を用いたスクリーニングの大幅な効率化が実現できる
と考えられが，このような研究は，まだ少なく，未解明な点が多い．例えば，
凍結・融解後の神経ネットワークの神経伝達能の正常性に関する検討はこれま
でほとんどなされていない．また，細胞レベルでの詳細な凍結・融解挙動や，
生存性に対する冷却条件の影響などの基礎的な点も調べられていない．   
そこで，本研究では，神経ネットワーク形成に必要な神経突起を有する神経
細胞の凍結に関する基礎的特性を理解することを目的とする．当該細胞は，薬
理効果を調べる創薬分野で実験材料として応用上必要不可欠であるだけでなく，
また，細胞体から多数の細長い神経突起が伸びるという特徴的な形態を持つた
め，形態学的な基礎的観点からも興味深い． 
 実験材料としては，ラット副腎髄質褐色細胞腫由来 PC12 細胞株を用いる． 
PC12 細胞は，神経成長因子（NGF）の作用により，細胞体まわりに神経突起を
伸展させ，交感神経細胞様に分化し，神経細胞のモデル細胞として汎用される．
本細胞の使用にあたっては，実験材料を安定的・効率的に準備するために，ま
ずその増殖・分化特性を実験的に把握する．また，その結果に基づき，細胞の
増殖・分化の反応速度論的定式化による数学的モデル化を展開すると共に，速
度定数であるモデル定数のパラメータスタディにより，モデル特性を解明する．
さらに，本モデルを PC12 細胞の実験結果に対して適用し，実験値とモデルによ
る計算値との比較からモデルの妥当性を検討する．このようなモデル化は，例
えば，関連プロセスの設計・最適化などの点から有益である． 
上記の検討によって明らかになった最適な培養条件（血清濃度）を元に準備
した分化型 PC12 細胞に対して，まずは細胞回りの水溶液環境を生理食塩水とし，
冷却条件を変化させ，凍結実験を行う．以下に，各検討項目について説明する． 
1) 冷却過程では，凍結様式，氷結晶の形態，氷結晶と細胞の相互作用などの凍 
結挙動を明らかにする．細胞外凍結と細胞内凍結では細胞の損傷機構が大きく
異なるため，凍結様式の解明は特に重要である． 
2) 凍結・融解後，細胞の形態変化を観察する．主に神経突起に特徴的な形態変 
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化（数珠状化と短小化）が生じるため，これを定量的に検討する．神経突起は，
神経細胞間の情報伝達を担うため，その形態変化は当該機能へ影響を及ぼす可
能性がある． 
3) 凍結・融解後の 細胞の形態変化をより詳細に理解するため，細胞骨格の一 
種である中間径フィラメントの分布の変化も調べる．そのため，中間径フィラ
メントの構成タンパク質である Neurofilament L に対する免疫細胞化学染色を
行い，蛍光観察する．中間径フィラメントは，一般的に細胞に機械的強度を与
える役割を担う． 
4) 凍結・融解後に形態変化が生じる原因の一つとして，細胞外凍結における未 
凍結水溶液の濃縮による浸透圧ストレスが考えられる．そこで，凍結・融解後
の形態変化に関して，当該過程における細胞に対する環境因子として，NaCl
濃度に起因する浸透圧ストレスに注目し，その影響を調べる．細胞回りの水溶
液中の NaCl 濃度を変化させることにより，等張→高張→等張と変化させ，形
態変化を観察する． 
5) さらに，凍結・融解後の細胞の生存性を計測する．生存性は，凍結保存技術 
の重要な評価指標であり，一般に，注目した特定の機能の凍結前後の保持割合
として定義される．本研究では，細胞膜の色素排除能に注目し，色素排除試験
で汎用される Propidium Iodide（PI）を用い，細胞の生死判別行う． 
 凍結保存の目的のためには，凍結保護物質の添加が必須である．そこで，以
上の検討で明らかにした凍結・融解特性に対する凍結保護物質の効果を明らか
にする．代表的な細胞膜透過型凍結保護物質であり，懸濁した初代神経細胞の
凍結保存研究において最も広く用いられている DMSO を添加した生理食塩水中
で，神経様細胞に対して，上記と同様の検討を行う．なお，本実験条件で，凍
結・融解後の未分化型 PC12 細胞の生存率も調べ，分化段階の異なる細胞の凍結
耐性の違いについて検討する． 
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1.6  本論文の構成 
本論文は 5 章から構成される．以下に各章の概要を紹介する． 
 
第 1 章 
 細胞の凍結に関する一般的・基礎的知見をまとめると共に，本研究で扱う神
経細胞の凍結に関連する従来の研究，および，本研究の着眼点と目的について
述べた． 
 
第 2 章 
実験材料である PC12 細胞の増殖・分化特性を検討すると共に，その結果に基
づき，細胞増殖・分化の反応速度論的モデルを展開し，モデル定数のパラメー
タスタディにより，モデル特性を解明する．さらに逆問題解析から増殖・分化
の速度定数を決定し，実験値とモデルによる計算値との比較からモデルの妥当
性を検討する． 
 
第 3 章 
 第 2 章の結果に基づいて準備した分化型 PC12 細胞に対して，まずは生理食塩
水中で，冷却条件を変化させ，1) 凍結様式，氷結晶の形態，氷結晶と細胞の相
互作用などの凍結挙動を明らかにする．次いで，凍結・融解後に，2) 細胞の形
態変化を調べ，その主要な変化である神経突起の数珠状化と短小化を定量的に
評価し，3) 免疫細胞化学染色を用いることにより， 細胞骨格（中間径フィラメ
ント）の変化特性も調べると共に，4) 形態変化に及ぼす浸透圧ストレスの影響
を調べる．さらに，5) 細胞膜の色素排斥能の評価に基づいて，細胞の生存性を
計測する．以上の結果を踏まえ，これらの特性の関連性についても検討する． 
 
第 4 章 
分化型 PC12 細胞の凍結・融解特性に対する凍結保護物質の効果を明らかにす
るため， DMSO を添加した生理食塩水中の細胞に対して，3 章と同様の検討を
行い，その結果を比較する．さらに，本実験条件で凍結・融解後の未分化型 PC12
細胞の生存率との比較なども行う． 
 
第 5 章 
本研究の結論をまとめ，今後の課題および展望について述べる． 
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第 2 章 
 
未分化神経様細胞の増殖・分化特性と 
その反応速度論的モデル 
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2.1  緒言 
本研究では，神経突起を有する神経様細胞である，基質に付着した分化型 PC12
細胞に対する凍結実験を行う．しかし，従来の方法を用いて PC12 細胞の分化誘
導を行うと，未分化型 PC12 細胞の増殖が強く，分化型 PC12 細胞をあまり効率
良く準備出来なかった．そこで，PC12 細胞の増殖・分化特性を詳細に把握する
必要性が生じた． 
 一方，このような細胞の増殖（数の増加）・分化（形態的，機能的な特殊化）
や，外部ストレスに対する細胞の応答，損傷・死滅，細胞の損傷修復などの生
物学的プロセスを，数学的に記述することは，1)当該プロセスの特性の解明，2)
その特性を特徴づける特性値の定義と変化の特性の解明，3)関連プロセスや手法
の定量的評価，4)関連プロセスの設計・最適化などの点から有益である．数学的
モデル化は，原理的には，システム生物学(2.1-2.3)分野の研究成果に基づく取り扱
いが厳密で理想的であるが，現状では，ある程度，実験結果に基づく現象論的
取り扱いが有望で可能な方法である． 
 高温ストレスによる細胞や組織の損傷や死の数学的モデル化に関しては，熱
傷や温熱療法の効果を定量的に評価するなどの研究が広くなされている(2.4-2.6)．
組織の損傷の度合いを表現する損傷関数が導入され(2.7)，1 次・2 次反応(2.4-2.6)や
酵素の不活性化(2.8)に基づいて速度定数が決定されている．これらの研究では，
様々な生体材料，細胞，組織における速度定数であるモデル定数の詳細な情報
（アレーニウス方程式の頻度因子と活性化エネルギー）を明らかにしている．
また，細胞の生存性を数学的に記述するため，多段階の反応に基づいた細胞損
傷と細胞死の定式化・モデル化(2.9)(2.10)や，統計的なモデルに基づいた関数の適用
(2.10)(2.11)なども行われている． 
また，石黒らは，生体熱工学の医療応用（熱凝固療法，温熱療法，凍結保存，
凍結手術，凍結形成術など）に関わる，種々のストレス（高温，低温，凍結，
化学物質，乾燥など）による細胞損傷・死滅の数学モデルの構築を目指す体系
的研究の一環として，これまで主に温熱ストレスについて，細胞損傷・死滅の
反応速度論的定式化による数学モデルを発展させてきた．すなわち，定常スト
レスが課された場合(2.12-2.14)，非定常ストレスが課された場合(2.15)(2.16)，二つの異
なる死滅モードが共存する場合(2.17)，ストレス感受性の異なる二種類の細胞が共
存する場合(2.18)などに対して，数学モデルを発展させてきた． 
細胞の増殖・分化についても，現象を確率論的に捉えるモデル(2.19-2.21)や，反
応速度論的に捉えるモデル(2.22-2.27)が，種々の細胞に対して研究されている．し
かし，神経分化に関しては，未分化細胞や分化細胞の細胞数を定量的に計測し
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た例(2.28-2.30)はいくつかあるが，その数学的モデル化は未だ検討されていない． 
 この背景において，本章では，神経様細胞への分化能を持つ PC12 細胞の増
殖・分化特性を実験的に解明すると共に，その結果に基づき，細胞増殖・分化
の反応速度論的モデルを展開する．まず，1)血清濃度を変化させ， PC12 細胞の
増殖・分化による細胞数の時間変化の基本的特性を実験的に把握する．次いで，
2)その実験結果の現象論的検討に基づいて，細胞数の時間変化を記述する反応速
度論的モデルを展開すると共に，3)細胞増殖と分化の速度定数であるモデル定数
のパラメータスタディにより，モデル特性を解明する．さらに，4)本モデルを
PC12 細胞の実験結果に対して適用し，細胞数の時間変化の実験値に基づいた逆
問題解析から増殖・分化の速度定数を決定し，実験値とモデルによる計算値と
の比較からモデルの妥当性を検討する． 
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2.2  実験材料および方法 
2.2.1  実験材料 
 神経成長因子（Nerve growth factor（NGF））により神経突起を伸展させ，交
感神経細胞様の成熟神経細胞に分化するモデル細胞として，入手や操作が比較
的簡単で汎用される PC12 細胞（ラット副腎髄質褐色細胞腫由来 PC12 細胞株，
理研細胞バンク）を用いた(2.31)(2.32)．未分化型 PC12 細胞は，自己増殖しつつ，
分化型 PC12 細胞へと分化するのに対して，後者は自己増殖しない性質をもつ．
細胞の増殖と分化は，一般的に細胞まわりの水溶液環境（培地）中の化学成分
濃度に依存し制御される．血清の添加により細胞増殖が進み，NGF の添加によ
り細胞分化が誘導される(2.31)(2.33)． 
Fig. 2.1 に示すように，PC12 細胞は，未分化状態では，神経突起を持たず比較
的丸みを帯びた形（付着状態で）であるのに対し，分化型 PC12 細胞は，細胞の
中心部である細胞体から神経突起が伸びる構造をもつ．細胞体内部には一般的
な細胞小器官（核，ミトコンドリアなど）や細胞骨格があり，神経突起内には
主に細胞骨格がある．本研究で用いた未分化・分化細胞の形態的特徴の概略（約
15~30 個の細胞に対する平均値±標準偏差）を Table 2.1 に示す．細胞体のサイ
ズは，その面積と等しい円の直径（等価円直径）とし算出された． 
   
2.2.2  PC12 細胞の継代培養と分化誘導 
本研究では，未分化細胞の増殖下における分化を主な対象とするが，分化誘
導を行わない（NGF を添加しない）場合の未分化細胞の増殖特性，および，分
化誘導を行う（NGF を添加した）場合の未分化細胞の増殖・分化特性に対して，
血清濃度の影響を実験的に調べた．血清は，通常，細胞の生存に必要な液性因
子（例えば，栄養因子，増殖促進因子）や培地の pH 緩衝作用を有し，未分化細
胞の増殖と分化に対して影響を持つ．NGF は未分化細胞の分化を誘導する効果
や分化過程を安定化させる効果を持つ(2.31)(2.33)．  
 未分化細胞の分化誘導を行うか否かによらず，まず，未分化型 PC12 細胞の継
代培養の標準的な条件として，1) ディッシュ（60mm Falcon dish, コロナ処理済, 
BD 社製）面上のコンフルエントに近い状態の未分化型 PC12 細胞を,ピッペティ
ングにより剥がし，培地に懸濁後，新しいディッシュに潘種し，37°C, 10%CO2 環
境で培養する．なお，細胞培養に必要な主な装置について付録 A に示す． 
継代培養の周期は約 1 週間とし，その間，培地交換は行わない．継代数 2 か
ら 20 回の細胞を実験に用いた．培地は，濃度 10v/v%の血清（5.0v/v%牛胎児血
清（FBS）（EQUITEC-BIO. Inc.製）と 5.0v/v%馬血清（HS）（GIBCO 社製））
22 
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Table 2.1  Morphological characteristics of PC12 cells 
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を添加した Dulbecco's modified Eagle medium（DMEM）（GIBCO 社製）である．
なお，血清は等量の FBS と HS からなり，両者の濃度の合計を血清濃度（v/v%）
とした． 
未分化細胞のみの増殖特性を調べる（未分化細胞の分化誘導を行わない）場
合には，上記 1) に続いて， 
2) 手順 1) の継代培養の過程で，細胞数密度を約 1500 cells/cm2 で細胞を播種し
直し 24 時間後，所定の濃度の血清を含む培地と入れ換える．培地中の血清濃度
を 5 通り（0.0, 0.1, 0.5, 2.0, 10.0 v/v%）に変化させる．細胞の剥離は，培地を吸
引後，0.05%Trypsin-EDTA（GIBCO社製）を 300 μlを加え，インキュベータ（37°C，
3 分間）内に置いた後，培地を加え，ピペッティングによる．また，Trypsin-EDTA
の除去は，遠心により細胞を沈殿（付録 A）させた後，上部の水溶液の吸引に
よる． 
3) 手順 2) の培地を用い，毎日，培地を全量交換し，9~11 日間，培養（37°C, 
10%CO2 環境）を行う．  
未分化型 PC12 細胞の神経分化誘導を行う場合には，上記 1) に続いて， 
2) 手順 1) の継代培養の過程で, 底面にコラーゲン（Calf skin Collagen I, Elastin 
Products 社製）コーティングを施したディッシュに, 細胞数密度を約 1500 
cells/cm2 で細胞を播種し直し 24 時間後，100ng/ml NGF（NGF-7S from murine 
submaxillary gland, Sigma 社製）と所定の濃度の血清を添加した DMEM を培地と
し入れ換える．培地中の血清濃度を 7 通り（0.0, 0.004, 0.02, 0.1, 0.5,1.0, 2.0, 4.0 
v/v%）に変化させた．細胞の剥離と Trypsin-EDTA の除去は，未分化細胞のみの
増殖特性を調べる場合の上記の手順 2)と同様である． 
3) 手順 2) の培地を用い，毎日，培地を全量交換し，9~11 日間，培養（37°C, 
10%CO2 環境）を行う． 
 
2.2.3  細胞の撮影および細胞数の計測法 
 前節の細胞の培養過程において，倒立顕微鏡（DMIRB, LEICA 社製）（Fig. 2.2）
とデジタルカメラシステム（DP50, OLYMPUS 社製）（Fig. 2.2）を用い，細胞の
形態を時系列で明視野と位相差で観察・記録した．また，未分化細胞と分化細
胞の代表的な形態を，デジタルホログラフィー顕微鏡（HoloMonitor M3，Phase 
Holographic Imaging 社製）（付録 B）により 3 次元的に計測した． 
 位相差画像を基に，未分化細胞と分化細胞の判別を行い各細胞数を計測した．
未分化・分化細胞の判別法は，細胞の形態に基づいて，細胞体の等価円直径に
比べ，長い神経突起を持つ細胞を分化細胞とし，短い神経突起を持つ細胞，ま
25 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 2.2 Outlook of inverted microscope (DMIRB) with CCD camera (DP50) 
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たは，神経突起の無い細胞を未分化細胞とした(2.28)(2.30)．細胞数の計測は，顕微
鏡下のシャーレ中の約 10 スポット（スポット面積 = 0.473 mm×0.634 mm = 
0.300 mm2）で行い，その平均値と標準誤差を算出した．なお，本研究では，培
養のシャーレ底面に付着している細胞を，生細胞と見なし，未分化・分化細胞
の判別や計数の対象とした．自然に剥がれ培地に浮かぶ細胞は，死細胞と見な
し計数から除外された．  
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2.3  PC12 細胞の増殖・分化特性 
2.3.1  実験結果 
2.3.1.1  神経分化を伴わない場合（NGF 無添加の場合）の未分化細胞数の時
間変化 
 NGF 無添加の場合，未分化細胞の分化は起こらず，全ての細胞が未分化細胞
で，それらは，自己増殖，または，死滅するだけである．血清濃度に対する η1
（平均値±標準誤差）の時間変化の実験結果を Fig. 2.3 に示す．図中の曲線は 2.5
で述べる最適曲線である． 
Fig. 2.3a で C = 0.0，0.1 v/v%の場合，剥離細胞の増加により未分化細胞数は初
期細胞数から単調減少した．C = 0.5 v/v%の場合には，未分化細胞数は，細胞播
種後，2~3 日間は増加するものの，その後，減少傾向となった．また，血清濃度
が低い程，細胞数は少なかった．一方，Fig. 2.3b の C = 2.0, 10.0 v/v%の場合には，
細胞播種後，培養時間の経過と共に，細胞数は指数関数的に増加し，血清濃度
が高い方が細胞数は多かった．Fig. 2.4 に，C = 10.0 v/v%の場合の細胞の培養過
程の典型的な画像を示すが，時間経過に対して，細胞の剥離が殆どなく，安定
に増加した．  
 
2.3.1.2  神経分化を伴う場合（NGF 添加の場合）の各細胞数の時間変化 
NGF 添加により細胞分化が起こり，未分化細胞と分化細胞が共存する．血清
濃度に対する η1，η2，ηt ，γ の時間変化の実験結果を Figs. 2.5 と 2.6 に示す．η1，
η2，ηtに関しては平均値±標準誤差を示し，γ は η2 と ηt の平均値から算出された．
なお，Fig. 2.5 中の曲線は実験点を結ぶ滑らかな曲線で，Fig. 2.6 中の曲線は 2.5
で述べる最適曲線である． 
 C = 0.02 v/v%の場合（Fig. 2.5b），細胞播種後，約 3~4 日の間，未分化細胞の
増殖と分化により，η1 がほぼ一定の状態で，η2 と ηt がある程度，増加したが，
その後，未分化・分化を問わず剥離細胞が増え，η1，η2，ηt は減少傾向で，γ は
増加傾向を示した．この細胞数の減少傾向は，C = 0.004 v/v%の場合（Fig. 2.5a）
のように血清濃度が低い方が早い段階で始まった． 
 これに対して，Fig. 2.6（C = 0.1~4.0 v/v%）では，細胞の死滅は殆どなく，未
分化細胞の増殖と分化は安定的に進行した．Fig. 2.7 に，C = 0.1v/v%の場合の細
胞の培養過程の典型的な画像を示す．各細胞数の時間変化の特性は血清濃度に
依存するが，C = 0.5~4.0 v/v%では定性的に概ね同様の特性を示した．すなわち，
η1，η2，ηtは，基本的に，時間経過に対してほぼ単調増加したが，η2 は，経過時
間が長くなると（6~8 日目以降では），増加が鈍化し飽和傾向を示した．従って，  
28 
 
Fig. 2.3 η1 as a function of time without NGF 
  for a) insufficient serum-concentration and b) higher serum-concentration. 
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Fig. 2.5  η1，η2，ηt，and γ as a function of time from beginning of cell differentiation
for insufficient serum-concentration with NGF 
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Fig. 2.6 η1，η2，ηt，and γ as a function of time from beginning of cell differentiation 
for higher serum-concentration with NGF 
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これに対応して，γ は，時間経過に対して増加の後，C = 0.5 v/v%では大体 5 日
目以降，飽和傾向を示し，C =1.0, 2.0, 4.0 v/v%では極大値を経て減少傾向を示し
た．また，C = 0.5 v/v%の場合，3 日目過ぎに明確に，η1 と η2 の逆転があった． 
一方，C = 0.1 v/v%の場合，η2 と ηtは共に時間に対して単調増加したのに対し
て，η1 は単調減少の傾向を示し，2 日目過ぎに明確に，η1 と η2 は逆転した．従
って，γ は，単調増加後，飽和傾向を示し，Fig. 2.6 中では最も大きい値を示し
た． 
 η1，η2，ηt，γ の各分布の血清濃度に対する依存性としては，η1 は，C に対して
概ね単調増加し，C = 2.0, 4.0 v/v%で飽和傾向を示すのに対して，η2 は，値の変
化が小さく，C = 0.1 v/v%から増加し C = 0.5~1.0 v/v%で極大をとった後，減少し，
C = 2.0, 4.0 v/v%ではほとんど変化しなかった．従って，ηtは単調増加し C = 
1.0~4.0 v/v%で飽和傾向を示した．γ は C に対して概ね単調減少した． 
 
2.3.2  考察 
2.3.2.1  神経分化を伴わない場合の未分化細胞の増殖特性 
血清には，種々の液性因子（栄養因子，増殖促進因子，細胞障害保護因子な
ど）が含まれ，未分化細胞の生存，増殖，分化に対して影響を持つ(2.34)．NGF
無添加で，C = 0.0~0.5 v/v%の場合，剥離細胞の増加による未分化細胞数の減少
がみられ，血清濃度が低い程，細胞数は少なかったが，これは当該範囲の血清
濃度が，細胞の生命維持と増殖のために十分な量ではなく，細胞死が起こりや
すいためと考えられる．一方，C = 2.0, 10.0 v/v%の場合には，細胞の剥離が殆ど
なく，安定に増加した．血清中の液性因子の増加により，細胞の生存と増殖が
促進されたためと考えられる． 
 
2.3.2.2  神経分化を伴う場合の未分化細胞の増殖と分化の特性 
NGF 添加の場合，C≦0.02 v/v%において，未分化・分化を問わず剥離細胞が
増え，η1，η2，ηt は減少傾向を示し，細胞数の減少傾向は，血清濃度が低い方が
早い段階で始まった．NGF 無添加の場合に比べ，細胞死が生じ始める血清濃度
が低いのは，NGF の機能として細胞の生存をサポートする効果もあり(2.33)，細胞
死が抑制されたためと考えられる． 
 これに対して，C = 0.1~4.0 v/v%では，未分化細胞の増殖と分化は安定的に進
行したが，η2 が時間に対して飽和傾向を示しやすい．これは，分化型 PC12 細胞
は，細胞体の大きさに比べ長い神経突起を有するため，未分化型 PC12 細胞に比
べ，細胞当たりの占有面積が広く，接触阻害（細胞接触による増殖阻害）など
34 
 
による局所的な細胞数増加の飽和が起こりやすいことが原因であると考えられ
る． 
 C = 0.5~4.0 v/v%では定性的に概ね同様の特性を示し，η1，η2，ηtは，時間経過
に対してほぼ単調増加した．これは，基本的に，未分化細胞の増殖が分化に比
べ盛んに進行したためと考えられる．一方，C = 0.1 v/v%の場合の η1 の減少は，
未分化細胞の増殖が分化に追従できず，分化による未分化細胞数の減少の影響
が，増殖による未分化細胞数の増加の影響より大きいためであると考えられる． 
以上より，基本的に，血清濃度の増加は，未分化細胞の分化に対する増殖の割
合を上昇させる効果を持ち，血清濃度が低くなるほど分化率は高くなると考え
られる． 
PC12 細胞を樹立した Greene ら(2.31)は，C = 10.0 v/v%の条件においても，NGF
添加後 6 日程度で未分化細胞の増殖はほとんど無くなり，ほぼ全ての細胞が分
化細胞となることを報告している．本研究の PC12 細胞は，長年の継代により，
樹立した当時とは性質が異なっている可能性がある．また，Das ら(2.28)は，PC12
細胞に対して，C = 0 v/v%で，NGF 添加後 7 日目においても死細胞がほとんど生
じず，高い分化率が得られることを報告した．本研究の結果と異なる原因とし
ては，分化誘導時の培養液中に，血清蛋白質であるアルブミンなどを添加して
いることが考えられる． 
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2.4  細胞増殖と分化の数学モデル 
2.4.1  反応速度論的モデル化 
2.4.1.1  モデル化と仮定 
 細胞の増殖・分化に関する詳細なメカニズムには立ち入らず，細胞数レベルで
の実験結果の現象論的検討に基づいたモデル化を，以下の仮定の下に行う． 
1) 細胞の増殖や分化の過程は，各々，一種の反応速度論的変化として記述でき
る． 
2) 細胞の分化と状態に関して，未分化細胞と分化細胞，各細胞の生死がある． 
3) 未分化細胞は，自己増殖すると共に，その一部は，分化細胞へと分化する．
分化細胞は，自己増殖せず，別の細胞へも変化しない．また，未分化細胞と分
化細胞の各々一部は，時間経過と共に死滅する． 
4) 各細胞数の時間に対する変化速度は，一次反応系で表される． 
5) 未分化細胞の増殖と分化に関して，各細胞の相互作用の影響がない（各細胞
数の増加に対して，コンフルエント状態を含め，細胞の接触阻害などの影響が
ない）． 
 
2.4.1.2  定式化 
「2.4.1.1」の仮定の下に，細胞の増殖，分化，死滅を定式化するために，Fig. 2.8
の反応形態のモデルを提案する．すなわち，未分化細胞の増殖は，自身の細胞
数 N1 と増殖の速度定数 k1 に基づいて，未分化細胞の分化は，未分化細胞数 N1
と分化の速度定数 k2 に基づいて進行する．また，未分化細胞の死滅は，その細
胞数 N1 と死滅の速度定数 k3 に基づいて，分化細胞の死滅は，その細胞数 N2 と
死滅の速度定数 k4 に基づいて進行する． 
 
2.4.1.3  基礎方程式と初期条件 
Fig. 2.8 の反応形態を数学的に記述するための基礎方程式と初期条件を Table 
2.2 に示す．基礎方程式は，分化誘導開始後の経過時間 t に対する各細胞数 Ni (t)
の保存式を表し，「2.4.1.1」の仮定 4)から各細胞数の時間に対する微分係数は，
当該細胞の生成，死滅などに関連する細胞数と速度定数の積の線形結合により
表され，正符号の項は，当該細胞の生成を，負符号の項は，死滅や消滅を表す．
従って，基礎方程式は，一階線形連立常微分方程式（ 式(1)～(4) ）を成す．初
期状態では，全ての細胞は未分化細胞（ 式(5) ）で，それ以外の細胞は存在しな
い（ 式(6)～(8) ）とする．一般的に，速度定数 kiは環境因子（培地中の成分濃
度, 温度など）に依存し，各細胞数 Niは t に依存する． 
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Fig. 2.8  Reaction formulation for modeling 
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Table 2.2  Basic equations and initial conditions  
 
  
 
Basic equations Initial conditions 
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2.4.1.4  解析解 
Ni (t) は，基礎方程式の解析解として容易に求められ，無次元細胞数 ηi を Table 
2.3 に示す．ki が一定でない場合，例えば，環境因子が非定常変化し，ki が時間 
の関数である場合の解析解を式 (9)～(12) に示し，ki が一定の場合の解を式 
(13)～(16) に示す． 
 
2.4.2  モデル特性 
2.4.2.1  パラメータスタディ 
 本章では，細胞の分化誘導開始後の比較的初期の段階を対象とするので，増
殖や分化による細胞数の飽和傾向や細胞の死滅を考慮しない．この場合，k3 = k4 
= 0 で，細胞は全て生きており，ηt ≡ η1+ η2 ，γ ≡ η2 /ηt ，J1 ，J2 ，J1 ‒ J2 を含め，
その解（式(17)～(23) ）を Table 2.4 に示す．未分化細胞の増殖・分化の速度定
数を表すモデル定数のパラメータスタディにより，モデル特性を調べるが，簡
便化のために Table 2.4 中の式 (24) に示される無次元時間 と無次元速度定数 K
を導入することにより，最終的に式(25)～(31)を用いる．Table 2.4 の解の分布の
特徴は，η1, η2 に含まれる係数 1 と K/(1-K) に関して，K の値により Table 2.5 に
示す Case 1 から Case 6 の 6 通りに場合分けされ，各 Case の代表的な値（6 個）
に対して計算を行った．  
 
2.4.2.2  モデル特性の結果 
モデル特性として，各細胞数の時間変化 η1ሺ̃ݐሻ，η2ሺ̃ݐሻ，ηt ሺ̃ݐሻ，γ ሺ̃ݐሻの K に対す
る依存性を Fig. 2.9 に，	̃ݐ→∞における γ ሺ̃ݐሻの漸近値を K に対して Fig. 2.10 に
示す． 
1) 未分化細胞に関して，Fig. 2.9a 中，0≦K<1 の範囲では，η1ሺ̃ݐሻは指数関数的に
増加した．K = 1 では，η1ሺ̃ݐሻ=1（初期値）のままで一定となった． K  1 の範囲
では，η1ሺ̃ݐሻは時間に対して単調減少し零に漸近した．  
2) 分化細胞に関して（Fig. 2.9b），η2ሺ̃ݐሻは，0 < K < 1 の範囲では指数関数的に増
加し，K = 1 では，直線的に増加した． K > 1 の範囲では，単調増加するものの，
その増加は次第に緩速化し，K/(K-1) に漸近した．  
3)全細胞数に関して（Fig. 2.9c），ηt ሺ̃ݐሻは，0 ≦ K < 1 の範囲では指数関数的に増
加し，K = 1 では直線的に増加し，K > 1 の範囲では K/(K-1) に漸近的に増加した．  
4)分化率に関して， γ ሺ̃ݐሻは，K > 0 の範囲で単調増加しつつ, 0 ≦ K < 1 の範囲
では K に漸近し，K ≧ 1 の範囲では 1 に漸近した（Figs. 2.9d と Fig. 2.10）． 
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Fig. 2.9  Influence of K on η1，η2，ηt，and γ as a function of nondimensional time 
 
  
43 
 
 
 
 
 
 
     Fig. 2.10  γ|
t  as a function of K 
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2.4.2.3  考察 
2.4.2.3.1  各細胞数の時間変化に対する Kの影響  
1) 未分化細胞は，基本的に，その自己増殖と分化の両方を担うため，分化の発
生により，時間経過に対する未分化細胞数の正味の増加は緩速化し，極端な場
合には，分化が増殖を上回り，未分化細胞は減少する．0≦K<1 の範囲では，増
殖による未分化細胞の増加が分化による未分化細胞の減少を上回る（ J1 > J2  ∴
J1‒J2 > 0）ため，η1ሺ̃ݐሻは，時間に対して指数関数的に増加する．K = 1 では，未
分化細胞の増殖による増加と分化による減少が等しく（ J1 = J2  ∴J1‒J2 = 0），増 
殖した未分化細胞がすべて分化細胞になるため，η1ሺ̃ݐሻ=1（初期値）のままで一
定である．K  1 の範囲では，分化による未分化細胞の減少が，増殖による未分
化細胞の増加を上回る（ J1 < J2  ∴J1‒J2 < 0）ため，η1ሺ̃ݐሻは時間に対して単調減
少し零に漸近する．従って，K の増加に対して，1 の値は単調減少する． 
2) 分化細胞に関しては，分化の進行により，η2ሺ̃ݐሻは，いずれの K の値(0)でも，
時間に対して単調増加する．0 < K < 1 の範囲では，η1ሺ̃ݐሻの指数関数的増加に対
応して，η2ሺ̃ݐሻも指数関数的に増加する．K = 1 では，増殖と分化は等しい速さで
進行し，η1ሺ̃ݐሻが初期値と一定であるため，η2ሺ̃ݐሻは直線的に増加する． K > 1 の範
囲では，η1ሺ̃ݐሻが零に漸近的に減少するのに対応して，η2ሺ̃ݐሻは単調増加するものの，
その増加は次第に緩速化し，K/(K-1) に漸近し，最終的にはすべての細胞が分化
した状態に至る．また， 2 の K に対する依存性は単調ではなく， 分化する未
分化細胞数に比べ，未分化細胞自体が十分に多く存在する場合には， 2 は K と
共に増加するが，分化がある程度盛んで，未分化細胞数が減少すると，  2 は極
大を経て，逆に，減少に転ずる傾向を示す．  
3) 従って，両者の和である ηt ሺ̃ݐሻも，いずれの K の値に対しても，時間に対して
単調増加する．すなわち，ηt ሺ̃ݐሻは，0 ≦ K < 1 の範囲では指数関数的に増加し，
K = 1 では直線的に増加し，K > 1 の範囲では K/(K-1) に漸近的に増加する．基本
的に，細胞分化は全細胞数の増加には寄与せず，全細胞数の増加は，あくまで
も，未分化細胞数の増殖のみによりもたらされるため， K の増加に対して ηt ሺ̃ݐሻ
は単調減少する． 
4) γ ሺ̃ݐሻは，K > 0 の範囲で，時間に対して単調増加しつつ, 一定値に漸近する分
布をもち，K の増加に対しては単調増加する．γ ሺ̃ݐሻの漸近値は，0 ≦ K < 1 の範
囲では K であるのに対して，K ≧ 1 の範囲では 1 であるが，後者では，K の大
きい方が早い段階（̃ݐの小さい値）で一定値に漸近する． 
 
2.4.2.3.2  各細胞数の時間変化の比較 
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上述の各細胞数の時間変化の K 依存性は， K の値の 3 つの範囲に対して特徴
づけられたが，η1ሺ̃ݐሻ，η2ሺ̃ݐሻ，ηt ሺ̃ݐሻ，γ ሺ̃ݐሻの分布の特徴は，さらに，η1ሺ̃ݐሻと η2ሺ̃ݐሻの
相対的挙動の特徴により，K の値（表 5）に対して計 6 通りに場合分けされる．
K の各代表値に対する η1ሺ̃ݐሻ，η2ሺ̃ݐሻ，ηt ሺ̃ݐሻ，γ ሺ̃ݐሻの分布の比較を Fig. 2.11 に，J1ሺ̃ݐሻ，
J2ሺ̃ݐሻ，J1ሺ̃ݐሻ‒J2ሺ̃ݐሻの分布の比較を Fig. 2.12 示す． 
1) Case 1（K = 0）（Fig. 2.11a）では，未分化細胞は，増殖するだけで分化せず（J2 
= 0），全ての細胞は未分化細胞で（η1 = ηt , η2 = 0, γ = 0），指数関数的に増加する． 
2) Case 2（0 < K < 1/2）（Fig. 2.11b）では，η2 < η1 ≦η tで，いずれも指数関数的
に増加する．未分化細胞の増殖速さは，分化速さの 2 倍より速い（J1 > 2‧J2），
すなわち，未分化細胞数の正味の増殖速さが分化速さより速い（J1‒J2> J2）ため，
η1‒η2 も指数関数的に増加し両者は交わらない．γ は単調増加し K の値に漸近す
る．  
3) Case 3（K = 1/2）（Fig. 2.11c）では，η2 < η1≦η tで，いずれも指数関数的に増
加するが，未分化細胞の増殖速さは分化速さの 2 倍に等しい（J1 = 2‧J2），すな
わち，未分化細胞数の正味の増加は分化と等しい速さで進行する（J1‒J2= J2）た
め，常に η1‒η2 = 1 で両者は交わらない．γ は単調増加し K = 1/2 に漸近する． 
4) Case 4（1/2 < K < 1）（Fig. 2.11d）では，いずれも指数関数的に増加する．未分
化細胞の増殖速さは，分化速さの 2 倍より遅い（J1 < 2‧J2），すなわち，未分化
細胞数の正味の増加は，分化に比べ遅い（0 < J1‒J2 < J2）ため，分化細胞数は，
途中で未分化細胞数を上回る．従って，̃ݐ < ̃ݐcで η2 < η1 ≦ η t ，̃ݐ = ̃ݐcで η2 = η1 <  
η t（η1 と η2 は交わる），̃ݐc < ̃ݐで η1 < η2 < η t となる．γ は単調増加し K の値に漸
近する． 
5) Case 5（K = 1）（Fig. 2.11e）では，未分化細胞の増殖速さが分化速さと等しく
（J1 = J2），すなわち，未分化細胞数の正味の増加速さが零であり（J1‒J2=0），こ
れは，増殖した未分化細胞が全て分化することを意味する．従って，未分化細
胞数は初期値（η1 = 1）から変化しないのに対して，分化細胞数と全細胞数は，η 
t‒η2 = 1 を維持し，平行な直線で増加する．従って，̃ݐ = ̃ݐc=1 で η1 = η2 = 1 である
（η1 と η2 は交わる）．γ は単調増加し K = 1 に漸近する． 
6) Case 6（1 < K）（Fig. 2.11f）では，未分化細胞の増殖速さが分化速さよりも遅
い（J1 < J2），すなわち，未分化細胞数の正味の増加速さが負である（J1‒J2< 0）
ため，未分化細胞数 η1 は減少し零に漸近するのに対して，分化細胞数と全細胞
数は共に増加し一定値 K/(K-1) に漸近する．従って，η1 と η2 は̃ݐ = ̃ݐc で交わる．
γ は単調増加し 1 に漸近する． 
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Fig. 2.11 η1，η2，ηt，and γ as a function of nondimensional time for typical values 
of K  
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Fig. 2.12 J1，J2 and J1-J2 as a function of nondimensional time for typical 
values of K 
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2.5  PC12 細胞の増殖と分化へのモデルの適用 
「2.4」で提案・展開された数学モデルを，PC12 細胞の増殖と分化に適用する．
すなわち，分化誘導開始後の未分化細胞と分化細胞の時系列変化に関して，「2.3」
の実験結果に基づいた逆問題解析によりモデル定数を決すると共に，モデルに
よる計算値と実験値の比較を行うことにより，モデルの妥当性を検討する． 
 
2.5.1  逆問題解析によるモデル定数の決定の方法 
逆問題解析によりモデル定数 k1 と k2 を決定するが，逆問題解析ツールとして，
MATLAB（Ver. 7.10.0.499）と Curve Fitting Toolbox（Ver.2.2）（The MathWorks
社製）を，非線形最適化法として Trust-Region 法を用いた．逆問題解析の具体的
な手順としては，まず，1) Table 2.4 の式 (17) の逆問題解析から (k1-k2) を決定
し，次いで，2)  1)の結果を式 (18) に代入後，逆問題解析から k2 を決定し，最
終的に，3）(k1-k2)と k2 の値から k1 を算出した． 
なお，実験における接触阻害を引き起こす細胞数密度の局所的な飽和傾向な
どの影響を避けるために，未分化細胞の増殖を伴う分化における逆問題解析で
は，分化誘導開始後 6 日目までの実験データを対象とし，未分化細胞の増殖の
みの場合には，11 日目までの実験データを対象とした． 
 
2.5.2  逆問題解析の結果 
未分化細胞の死滅のみの場合（k1 = k2 = k4 = 0），および，未分化細胞の増殖の
みの場合（k2 = k3 = k4 = 0）の η1ሺ̃ݐሻの逆問題解析に基づく計算値を，各々，Figs. 2.3a
と 2.3b に示す．Fig. 2.3a の曲線（k3 = 0.422, 1/day）は，時間に対して指数関数の
形で単調減少し零の値に漸近するのに対して，Fig. 2.3b の 曲線（C = 2.0 v/v%で
k1=0.267, 1/day，C = 10.0 v/v%で k1 = 0.445, 1/day）は，指数関数的に単調増加し
た． 
細胞の増殖・分化が安定的に進行する場合の速度定数 k1, k2，未分化細胞数の
正味の時間変化を表す速度定数 (k1-k2)，現象を特徴づける因子である K の計算
結果を血清濃度に対して Fig. 2.13 に示す．また，Figs. 2.13b と 2.10 から，血清
濃度に対する γ|t をプロットした結果も Fig. 2.14 に示す．これらの図では，サ
イズの小さい白抜きのプロットは，各スポットで計測した細胞数の平均値（Fig. 
2.6）に対して逆問題解析を行った結果であり，サイズの大きい塗りつぶしたプ
ロットは，スポットごとに逆問題解析を行い，平均値±標準誤差で表示したもの
である．両プロット間の差は，どのパラメータについても，ほとんど無かった．
血清濃度の増加に対して，k1 は増加，k2 は減少し，その後，共にほぼ一定と 
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Fig. 2.13  Rate constants of growth and differentiation of PC12 cells determined 
by inverse problem analysis as functions of serum concentration 
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Fig. 2.14 γ|
t  as a function of serum concentration 
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なった（Fig. 2.13a）．また，(k1-k2)は増加，K は減少し，その後，共にほぼ一定
となった．以上のモデル定数に基づいた，η1ሺ̃ݐሻ，η2ሺ̃ݐሻ，ηt ሺ̃ݐሻ，γ ሺ̃ݐሻの計算値を
Fig. 2.6 に示す．C = 2.0 v/v%（Fig. 2.6d）では，η1ሺ̃ݐሻ，η2ሺ̃ݐሻ，ηt ሺ̃ݐሻ，は指数関数
的に増加し発散傾向を示し，γ ሺ̃ݐሻは単調増加し K に漸近した．より血清濃度が
低い C = 0.5（Fig. 2.6b），1.0v/v%（Fig. 2.6c）の場合でも定性的には同様の傾向
となった．更に血清濃度の低い C = 0.1v/v%（Fig. 2.6a）の場合では、η1ሺ̃ݐሻは，
指数関数的に減少して零に漸近し，η2ሺ̃ݐሻ，ηt ሺ̃ݐሻは指数関数的に増加し，一定値
K/(K-1)に漸近し，γ ሺ̃ݐሻは単調増加し 1.0 に漸近した． 
 
2.5.3  考察 
2.5.3.1  実験値とモデルによる計算値の比較 
Fig. 2.3 における，η1 の計算値と実験値の一致の程度は良い．Fig. 2.6a でも，
計算値と実験値は良く一致し，Figs. 2.6b~2.6d では，逆問題解析の対象とした範
囲（分化誘導開始後 6 日位まで）で，計算値と実験値の一致の程度は概して良
い．また，Fig. 2.6 中，逆問題解析の対象とした実験点の値 yjEと計算値 yjP に対
して，次式で定義する無次元残差を Table 2.6 に示す（n はデータ点数）．Table 2.6  
 
 
の結果とを合わせると，未分化細胞の正味の増加速さが正値，負値の場合を問
わず，モデルによる計算値は，基本的に実験値の挙動を良く説明しており，モ
デルの妥当性が明確である． 
なお，分化誘導開始後 6 日程度以降では，実験における各細胞数の増加は，
計算値に比べ緩速化傾向を示し，特に，分化細胞は，未分化細胞に比べその傾
向が強い．それに対応して分化率の実験値は減少傾向を示す．これは，主に，
実験では，接触阻害などによる細胞数密度の局所的な飽和傾向が原因で，分化
細胞は未分化細胞に比べ，その影響を受けやすいためと考えられる． 
  
2.5.3.2  細胞増殖と分化の速度定数の血清濃度依存性 
 本実験の範囲では，血清の効果は血清濃度の増加に対して飽和する傾向を示
した（Fig. 2.13）．具体的には，血清濃度の増加に対して，k2 は単調減少するの
に対して，k1 は C = 0.1 v/v%で k1 < k2 の状態から増加し，C =0.5 v/v%では k1 > k2
と逆転し，その後，k2~0.45, 1/day，k1~0.2, 1/day でほぼ一定となる．Figs. 2.13a
（白抜きのプロット）と2.3bの間での k1の値の比較として，C = 2.0 v/v%の場合，
NGF 添加の k1 は，NGF 無添加のそれに比べ約 1.7 倍程度の値で，NGF 無添加の 
1 1
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Table 2.6  Nondimensional root mean square errors  
between experiment and prediction based on inverse problem 
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C = 10.0 v/v%の値に近い．(k1-k2) は，負値（C = 0.1 v/v%で‒0.07, 1/day）から正
値へと増加し，概して一定（~0.25, 1/day）となる．K は 1.0 を超える値から 1.0
未満へと減少し，ほぼ一定（~0.4, 1/day）となる． 
 Fig. 2.13b に白抜きの逆三角形で示す K の値から，血清濃度の条件が C = 0.1 
v/v%では Case6，C = 0.5 v/v%では Case4，C = 1.0, 2,0, 4.0 v/v%では Case2 に属す
ることが分かる（塗りつぶしの逆三角形を基にすると，C = 1.0 v/v%ではわずか
に 0.5 より大きく，Case4 に変化する）．γ|t は C = 0.1 v/v%では 1 であるのに
対し，C ≧ 0.5 v/v%では K と等しくなる． 
 本モデルで定義された細胞増殖と分化の速度定数 k1, k2 は，細胞固有の特性値 
（培養条件に依存）と見なすことができ，本モデルに則ることにより，実験か
ら直接得られない情報を含め，細胞の増殖や分化の特性を的確に記述できる． 
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2.6  まとめ 
未分化細胞の増殖を伴う分化特性を実験的に調べると共に，細胞数の時系列
変化を数学的に記述するための反応速度論的モデルを展開し，モデル定数のパ
ラメータスタディによりモデル特性を明らかにした．次いで，本モデルを細胞
増殖・分化の実験結果に適用し，逆問題解析からモデル定数を決定し，実験値
とモデルによる計算値との比較からモデルの妥当性を検討した．まとめは以下
のとおりである． 
1) NGF 無添加の場合の未分化細胞の増殖特性として，未分化細胞数の時系列変
化に対する血清濃度の影響を定量的に明らかにした．本研究の範囲内では，未
分化細胞は，低血清濃度（C ≦ 0.5v/v%）では，上手く増殖せず生細胞数は減
少するが，高血清濃度（C ≧ 2.0v/v%）では安定的に増殖し，濃度が高い方が
より盛んに増殖する． 
2) NGF 添加の場合の未分化細胞の増殖・分化特性として，未分化・分化細胞数
の時系列変化に対する血清濃度の影響を定量的に明らかにした．本研究の範囲
内では，未分化細胞の安定な増殖と分化は，低血清濃度（C ≦ 0.02v/v%）で
は実現しないが，高血清濃度（C ≧ 0.1v/v%）では実現し，その定量的特性を
調べ，血清濃度 0.1v/v%で分化率が最も高くなる． 
3) 1)と 2)の実験結果の現象論的検討に基づいて，未分化細胞の増殖と分化にお
ける細胞数の時系列変化を，反応速度論的に定式化し，数学的に記述するモデ
ルを展開し，基礎方程式とその解析解を求めた． 
4) 3)の解の中に含まれる，細胞の増殖と分化の速度定数であるモデル定数のパラ
メータスタディを行った．本研究のモデル化の対象範囲内では，増殖や分化に
よる細胞数の飽和傾向や細胞の死滅は無視できるとした．簡便化のため，無次
元速度定数 K をモデルパラメータとし，その値により 6 通りに場合分けし，
モデル特性（未分化細胞数，分化細胞数，全細胞数，分化率の時系列変化に対
する K の影響）を詳細に明らかにした．  
5) 本モデルを 1) と 2)の実験結果に対して適用し，細胞数の時系列変化の実験
値とモデルによる計算値に基づいた逆問題解析からモデル定数を決定すると
共に，計算値と実験値を比較した．未分化細胞の正味の増加速さが，正値，負
値の場合を問わず，モデルによる計算値は，基本的に，実験値の特性を良く模
擬できることより，モデルの妥当性を示した．  
6) さらに，本モデルで定義した細胞の増殖・分化の速度定数を，細胞固有の特
性値として見なし，本モデルを通して，細胞数の時系列変化とその血清濃度依
存性などの細胞の増殖・分化特性を数学的に記述できることを示した． 
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第 3 章 
 
生理食塩水中における 
神経様細胞の凍結・融解特性 
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3.1  緒言 
細胞や組織などの生体材料を凍結により長期間保存する凍結保存は，現在，
血球，精子，胚などの遊離・単一細胞，および，皮膚，軟骨などの限られた組
織に対し，ある程度適用可能であり，医療や農業などの幅広い分野で利用され
ている(3.1)(3.2)．細胞や組織の凍結・融解後の生存性は，凍結保存技術の重要な評
価指標であり，一般に，注目した特定の機能の凍結前後の保持割合として定義
されるが，当該生体材料の種類，冷却速度，加温速度，保存温度，凍結保護物
質の種類と濃度などの条件に依存することが知られている(3.3)(3.4)．これらの熱的
操作因子は，直接的には細胞スケールでの細胞周りの微視的構造である未凍結
水溶液や氷結晶の状態，氷結晶と細胞の相互作用の特性を決定し，さらには，
水，氷，生体高分子の構造に分子レベルで影響を及ぼし，結果として生体材料
の生存性を決定すると考えられる(3.5)．しかし，その詳細な損傷や保存のメカニ
ズムは必ずしも十分には解明されておらず，現状における凍結対象や凍結保存
条件は限定的であり，それらの拡大のためには，種々の生体材料の凍結・融解
過程における微視的挙動と融解後の生存性との関連性について，より詳細な情
報を得ることが重要である(3.6)(3.7)． 
神経細胞の凍結保存に関しては，再生医療における細胞移植療法や創薬時の
薬・毒物スクリーニングにおける細胞準備の効率化などを目的とし，これまで
主に懸濁液の状態の神経突起を持たない細胞（未分化細胞や懸濁により突起を
失った細胞）を対象に研究されてきた(3.8-3.13)．スクリーニングにおける神経細胞
の準備では，現在，新鮮，または，凍結保存された初代神経細胞の懸濁液や新
鮮な神経組織の切片が用いられているが，細胞懸濁液としての神経細胞の場合
には，実験に使用する前に，分化誘導・神経突起伸長・神経ネットワーク形成
の過程が必要となり煩雑である．もし，in vitro でネットワークを形成させた細
胞群を，そのままの状態で凍結保存が出来れば，神経細胞を用いたスクリーニ
ングの大幅な効率化が実現できると考えられる．また，新鮮な神経組織の薄切
片も汎用されるが，これを凍結保存した組織に置き換えることが出来れば，非
常に便利であり，その場合には in vivo での神経ネットワークの維持が要求され
る． 
Ma ら(3.14)は，マウス胎児脊髄由来初代神経細胞を採取後，in vitro で 7 日間培
養し，神経ネットワークを形成させ，細胞をディッシュに接着させたまま凍結
実験を行った．神経ネットワークを形成した細胞を，35mM トレハロースを添加
した培養液中でさらに24時間培養後，10v/v%DMSOを添加した培養液に交換し，
細胞をコラーゲンゲルに包埋する場合と包埋しない場合で比較した．冷却速度
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が H=1°C/min の緩速凍結で，液体窒素中で 2 か月間保存し，急速融解した．融
解後，コラーゲンゲルに包埋した場合の方が，コントロールよりも，細胞膜の
色素排斥能に基づいた生存率が約 2 倍程度高かった．さらに，持続的な情報伝
達のために必要なシナプス小胞のリサイクリングも，コラーゲンへの包埋を行
った群でのみ観察された．同様の実験系で，Malpique ら(3.15)は，材料として神経
様細胞へ分化誘導したマウス神経芽細胞腫由来細胞株（N2a 細胞）を用い，包埋
するゲルとしてアルギン酸塩ゲルを用いた．10v/v% DMSO を添加した溶液中で
緩速凍結（H=1°C/min）し，−80°C で 1~2 週間保存した．融解後，ゲルに包埋す
る場合の方が，コントロールよりも細胞内酵素活性に基づく生存性が 3 倍程度
上昇することを示した．  
また，Pichugin ら(3.16)は，ラットの海馬組織の切片（厚さ 475µm）に対して，
ガラス化保存と緩速凍結保存の比較を行った．ガラス化保存では，61w/v%の凍
結保護物質（DMSO，ホルムアミド，エチレングリコール，ポリビニルピロリド
ンなどの混合）を含むガラス化液と平衡させ，液体窒素で冷却されたアルミニ
ウム製のブロックに接触させることで，-130°C まで冷却し，3~7 分維持した．
その後，-10°C のガラス化液に浸漬することにより，急速に加温した．緩速凍結
保存では，30v/v%のグリセロールを含んだ溶液で，約 1°C/min で凍結し，-20°C
まで到達後，即座にウォーターバスで融解した．融解後，切片全体から抽出し
たK+とNa+の濃度比を生存性の指標として評価した場合，ガラス化保存の方が，
緩速凍結保存に比べ，その生存性が向上し，非凍結の場合の 90%以上まで到達
することを示した． 
しかし，このような研究はまだ少なく，未解明な点も多い．例えば，神経ネ
ットワークの電気生理的機能の正常性に関する検討はまだほとんどなされてい
ない．また，細胞レベルでの詳細な凍結・融解挙動や，生存性に対する冷却条
件の影響などの基礎的な点も調べられていない． 
 本章では，神経ネットワーク形成に必要な神経突起を有する神経様細胞に対
して，まずは，生理食塩水中で凍結実験を行い，神経細胞の凍結に関する基礎
的特性を理解することを目的とする．神経細胞は，薬理効果を調べる創薬分野
で実験材料として応用上必要不可欠であり，また，細胞体から多数の細長い神
経突起が伸びるという特徴的な形態を持つため，形態学的な基礎的観点からも
興味深い．さらに，本研究は，凍結手術において，破壊する対象の細胞の周囲
でネットワークを形成している神経細胞に対する凍結の影響を理解する観点か
らも重要である(3.17)． 
58 
 
まず，冷却条件を変化させ，1) 凍結様式，氷結晶の形態，氷結晶と細胞の相
互作用などの凍結挙動を明らかにする．次いで，凍結・融解後に，2) 細胞の形
態変化を調べ，その主要な変化である神経突起の数珠状化と短小化を定量的に
評価し，3) 免疫細胞化学染色を用いることにより， 細胞骨格（中間径フィラメ
ント）の変化特性も調べると共に，4) 形態変化に及ぼす浸透圧ストレスの影響
を調べる．さらに，5) 細胞膜の色素排斥能の評価に基づいて，細胞の生存性を
計測する．以上の結果を踏まえ，これらの特性の関連性についても検討する．
なお，実験材料としては，基質に付着した分化型 PC12 細胞を用い，2 章の結果
から，分化率が最も高く，実験材料の準備が効率的に行える条件として，分化
誘導過程における培養液中の血清濃度を 0.1v/v%とする．   
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3.2  実験材料およびその準備 
3.2.1  実験材料（細胞） 
 第 2 章で増殖・分化特性を調べた神経細胞モデルである PC12 細胞を用いた． 
   
3.2.2  PC12 細胞の継代培養と分化誘導 
 継代培養は，「2.2.2」項の方法と同様である． 
 未分化型 PC12 細胞の分化誘導法を以下に述べる．まず，コラーゲンをコーテ
ィングしたチャンバースライド（CS）（4wells，底面厚さ 1.0mm，培養領域 8.9
×20.2mm，ポリメチルペンテン，Thermo Fisher Scientific 社製，アメリカ）（Figs. 
3.1 と 3.2），またはディッシュ内に設置したプラスチックカバースリップ（PCS）
（厚さ 170~200µm，直径 13mm，ポリフェニレンサルファイド， Thermo Fisher 
Scientific 社製，アメリカ）（Fig. 3.3）に，継代培養過程の細胞を，約 1500cells/cm2
の細胞数密度で潘種し，継代培養時の培地で，37°C，10%CO2 環境下で培養する．
培養開始から 24時間後，0.05v/v% FBS，0.05v/v% HS，100ng/ml NGF（Nerve Growth 
Factor-7S from murine submaxillary gland，Sigma-Aldrich 社製，アメリカ）を添加
した DMEM に培地を替え，その後 1 日おきに同培地で培地交換する．NGF 添加
後 24 時間以内に，細胞は分化を開始（扁平化し，神経突起を伸長させ始める細
胞が出現）し，時間経過と共に，長い突起を持つ細胞の割合が増加する．細胞
体よりも長い突起を持つ分化細胞数の割合が，全細胞数の 80%以上に及ぶ，NGF
添加後 6~10 日の細胞を凍結実験用の試料とした． 
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Fig. 3.1  Outlook of chamber slide and each parts of that (4well) 
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Fig. 3.3  Outlook of plastic coverslip in culture dish 
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3.3  実験装置および方法 
3.3.1  凍結・融解のための低温ステージ 
試料の凍結・融解には，顕微鏡に装着される 2 種類の低温ステージを用いた．
すなわち，方向性凝固ステージ（DSS）(3.6)(3.18) （Figs. 3.4 と 3.5），および，一
様温度分布ステージ（UTDS）（10002L，Linkam 社製，イギリス）（Figs. 3.6 と
3.7）である． 
 Fig, 3.5 に示すように，方向性凝固ステージの高温側と低温側の二つの銅ブロ
ックの間隔は 2.0 mm であり，実験試料は，ステージ上で温度勾配 G が課された
状態で，高温側から低温側へ，移動速度 V で移動させられることにより，冷却
速度 H = G･V で冷却され，試料内を凍結が進行する．試料の逆方向への移動に
より，加温速度 W = G･V で加温され，融解が進行する．実験試料の直線的な移
動は，直流可変電圧により駆動される直流小型モータとラック・アンド・ピニ
オンを用い，回転運動を直線運動に変換することにより行われる．本ステージ
上では，試料が連続的に移動するため，試料の観察部の凍結の際に，植氷が不
要であると共に，一度の実験で多くの細胞の凍結挙動に注目できる．しかし，
次に述べる一様温度分布ステージの場合に比べ，特に，低冷却速度の条件では，
凍結・融解にかかる時間が長くなり，また，試料中の時系列での定点観察が可
能な領域が制限される特性を持つ．  
 一方，Fig. 3.7 の概略図に示すように，一様温度分布ステージは，直径 21mm
の銀製の円盤形（中心に，直径 2.0 mm の光路用の貫通穴を有する）で，実験試
料は，ステージ上に固定されるため，凍結・融解過程を通して，試料全体が空
間的に一様温度で冷却・加温されると共に，定点観察が，凍結・融解過程にお
いて時系列で出来る．しかしながら， 試料の凍結開始時には，毎試料で植氷が
必要である．本研究では，ステージ上の試料温度が−0.4~−1.0°C の状態で，液体
窒素に浸漬したステンレス製のヘラ（肉厚 0.85mm）の先端を，試料ガラスカバ
ー上面の端部に接触させることにより植氷した．  
 いずれのステージの場合も，試料底面とステージ上面間の間隙に微量のエタ
ノールを注入することにより，両者の間の良好な熱的接触を得た．また，試料
内に設置したクロメル・アルメル熱電対（素線径 0.1mm および 0.05mm）とデー
タロガー（サーモダック F，江藤電気社製，日本）による温度測定から，実験試
料が実際に経験する冷却速度と加温速度を決定した（付録 C）． 
 
3.3.2  凍結挙動の観察 
CS 上の付着した分化型 PC12 細胞に対して，培地（約 300 µl）を除去し，生   
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Fig. 3.4  Outlook of DSS 
Fig. 3.5  Schematic of DSS  
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Fig. 3.6  Outlook of UTDS 
            
 Fig. 3.7  Schematic of UTDS 
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理食塩水（PS）（NaCl 0.154M，大塚製薬工場社製，日本）を用い，洗浄（同量
の生理食塩水を加え，約 1 分間放置し，除去）を 2 度行った．その後，CS の側
壁を取り外し，CS を傾斜させ，残留水溶液を除去した後，PS を約 15 µl 加え（付
着細胞とPSから成る試料で20µl相当），その上からガラスカバースリップ（GCS）
（厚さ 120~170µm，18×24mm，ホウケイ酸ガラス，松浪硝子工業社製，日本） 
で覆い，凍結挙動観察のための試料（厚さ約 45µm）（Fig. 3.8）とした．この試
料を，正立顕微鏡（AX70，OLYMPUS 社製，日本）に装着した方向性凝固ステ
ージ上で凍結させ，その挙動を，3CCD カメラ（XC-003，SONY 社製，日本）
とブルーレイディスクレコーダー（BDZ-RX100，SONY 社製，日本）を用い，
撮影・記録した（Fig, 3.9）．温度条件は，温度勾配 G が約 13~19°C/mm に対し
て，試料の移動速度 V（0.4~4.9mm/min）を変化させ，冷却速度 H = 5.4，33.6，
68.4，92.3°C/min とした． 
 
3.3.3  凍結・融解後の細胞の形態変化の観察と生存率の測定 
凍結・融解後の細胞に関して，形態変化の観察と生存率の測定を同時に行った．
主に方向性凝固ステージを用いたが，本実験条件で最も低い冷却速度である H 
=1.0°C/min の場合や，凍結・融解過程における時系列の観察には一様温度分布
ステージを用いた． 
 
3.3.3.1  方向性凝固ステージを用いる場合 
CS 上の分化型 PC12 細胞に対して，培地を，蛍光色素である Propidium Iodide
（PI）（最大励起光波長 535nm，最大蛍光波長 617nm，Life Technologies 社製，ア
メリカ）を 2µM 添加した生理食塩水に交換し，それ以降，「3.3.2」項と同様の
手順で試料を準備した．試料は，方向性凝固ステージにより，所定の冷却速度
で最低到達温度まで冷却され，そこで 10 分間滞在後，所定の加温速度で融解さ
れた．冷却条件は，最低到達温度 5 通り（TL = −0.8, −3.8, −5.6, −8.3, −11.2°C）に
対して，冷却速度を約 1.5 から 80.0°C/min の範囲で変化させた．加温条件は，加
温速度 W = 20~30°C/min で，20°C まで加温した．融解終了後 5~20 分の間に，20°C
で，倒立顕微鏡（DMIRB，Leica Microsystems 社製，ドイツ）と CCD カメラ（DP50，
OLYMPUS 社製，日本）を用い，位相差画像と蛍光画像を撮影した．凍結前にも
等しいスポットで同一の細胞に対する同様の撮影を行い，凍結前と凍結・融解
後の同一の細胞の比較を可能にした．なお，本研究では，方向性凝固条件の設
定として，当該ステージの高温側と低温側のブロック間隔が 2.0mm と固定され 
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Fig. 3.8  Outlook and schematic of sample for freezing and thawing on DSS 
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Fig. 3.9  Outlook of system for freezing and thawing on DSS 
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ているため，最低到達温度が低い条件では，温度こう配が大きく，従って，冷
却速度が高い傾向がある． 
凍結・融解後には，「3.4.2」項で詳しく述べるように，細胞の形態変化として，
神経突起の数珠状化と短小化が起こった．その形態変化の定量化として， 1) 数
珠状部の太さ，2) 数珠状化した突起長さ 100µm 当たりの数珠の個数（数密度）， 
3) 神経突起の長さを計測した．また，1)と 2)に関しては，数珠状化が生じない
突起は測定対象から除外した． 
凍結・融解後の細胞の生死判別には，細胞膜の色素（PI）排斥能に基づいた評
価を行い，細胞の生存率を求めた．すなわち，PI は，正常な細胞膜の場合には
透過せず細胞は染色されないため，細胞は無蛍光であるのに対して，細胞膜が
損傷しその色素排斥能が失われた場合には透過し細胞内に侵入してDNAを蛍光 
染色するため，細胞は蛍光（赤色）を発する．従って，前者の細胞は生細胞と，
後者の細胞は死細胞と判断された．  
 
3.3.3.2  一様温度分布ステージを用いる場合 
分化型 PC12 細胞が付着した PCS をディッシュから取り出し，パラフィルム上
に設置し， PI を 2µM 添加した生理食塩水を用い，洗浄（生理食塩水 100µl を
加え，約 1 分間放置し，除去）を 2 度行った．その後，PCS を傾斜させ，残留
水溶液を除去した後，PS を約 5 µl 加え細胞と生理食塩水から成る試料（約 10µl）
が付着した PCS の上面と下面を GCS（厚さ 120~170µm，φ18，ホウケイ酸ガラ
ス，松浪硝子工業社製，日本）で覆い，周りを 3 重の両面テープ(厚さ約 80µm，
ニチバン社製，日本)で封鎖した（試料厚さ約 60µm）（Fig. 3.10）．試料は，正立
顕微鏡（BX50，OLYMPUS 社製，日本）に装着した一様温度分布ステージによ
り，H =1.0~61.8°C/min で，TL = −3.8°, −5.6, −11.2°C まで冷却され，そこで 10 分
間滞在後，W ~30°C/min で，20°C まで加温された．凍結・融解過程の挙動は，
CCD カメラ（JHT-0060，ジャパンハイテック社製，日本）とビデオキャプチャ
ー（GV-MVP/TZ，アイ･オー･データ機器社製，日本）により撮影・記録し，融
解終了後 5~20 分の間に，20°C で，正立顕微鏡（BX50）と CCD カメラ（DS-Fi1，
Nikon 社製，日本）を用い，微分干渉画像と蛍光画像を撮影した（Fig. 3.11）．な
お，凍結前にも等しいスポットで同様の撮影を行い，凍結前と凍結・融解後の
同一の細胞の比較を可能にした．細胞の生死判別法は，方向性凝固ステージを
用いる場合と同様である．  
 
3.3.4  浸透圧ストレスによる細胞の形態変化の観察  
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Fig. 3.10  Outlook of sample for freezing and thawing on UTDS 
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Fig. 3.11  Outlook of system for freezing and thawing on UTDS  
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凍結・融解後の形態変化に対する浸透圧ストレスの影響を調べるため，NaCl
濃度に起因する浸透圧ストレス（等張→高張→等張）に注目し，その影響を調
べる．CS 上の分化型 PC12 細胞に対して，「3.3.2」項と同様の手順で培地を生理
食塩水に交換した．次いで，0.1～2.0M 食塩水を適宜滴下・混合し，細胞回りの
NaCl 濃度を段階的に変化させた．まず，生理食塩水の等張状態から，NaCl 濃度
が約 1M の高張状態に変化させ，高張状態に約 10 分～13 分程維持した後，比較
的緩速に等張状態へ戻した．この間，倒立顕微鏡（DMIRB），CCD カメラ
（JHT-0060），ビデオキャプチャー（GV-MVP/TZ）を用いて細胞の形態変化を時
系列で観察・記録した． 
 
3.3.5  免疫細胞化学染色による細胞骨格の観察 
凍結・融解や浸透圧ストレスによる細胞骨格の変化を調べるため，その一種
である中間径フィラメントを形成する主要なタンパク質の Neurofilament L に対
する免疫細胞化学染色を行った． 
前者の検討のための試料作製について，分化型 PC12 細胞が付着した PCS を
ディッシュから取り出し，生理食塩水を用いて洗浄を 2 度行い，残留水溶液を 
除去した後，PS を約 5 µl 加え，細胞と生理食塩水から成る試料（約 10µl）が付
着した PCS の上面を GCS（厚さ 120~170µm，φ15，ホウケイ酸ガラス，松浪硝
子工業社製，日本）で，下面を GCS（φ18）で覆った（試料厚さ約 60µm）（Fig. 
3.12）．試料は，一様温度分布ステージを用い，典型的な形態変化が十分に生じ
る代表的な条件として，冷却速度 H = 5.0°C/min で，最低到達温度 TL = −2.0°C ま
で冷却され，そこで 10 分間滞在後，W~30°C/min）で加温された． 
後者の検討のための試料作製については，「3.3.4」項の通りである． 
凍結・融解後，または，NaCl による濃縮・希釈（等張→高張→等張）後約 10
分の試料とコントロール（未凍結かつ等張状態）の試料に対して免疫細胞化学
染色を行った．免疫細胞化学染色の手順は，基本的に文献(3.19)を参考にし，以下
に概要を述べる．4w/v% パラホルムアルデヒド（ナカライテスク社製）を添加
したリン酸緩衝生理食塩水（PBS）（Life Technologies 社製，アメリカ）に室温で
15 分間浸漬し，固定した．PBS で洗浄し，2w/v% スキムミルク（BD 社製，ア
メリカ）を添加した PBS に 1 時間浸漬した後，一次抗体液（AB9568，Rabbit 
anti-Neurofilament L，Merck Millipore 社製，ドイツ）を PBS で 1/200 に希釈した
溶液に浸漬し，4°C で 12 時間，抗原抗体反応させた．PBS で洗浄後，緑色蛍光
色素（Alexa Fluor 488，最大励起光波長 496nm，最大蛍光波長 519nm）を結合し
た二次抗体液（A11008，2.0mg/ml，Goat anti rabbit IgG conjugated Alexa Fluor 488， 
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Fig. 3.12  Outlook of sample for freezing and thawing on UTDS  
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Life Technologies 社製，アメリカ）を PBS で 3.3 µg/ml に調整した溶液に浸漬し，
室温で 2 時間，抗原抗体反応させた．PBS で洗浄後，正立顕微鏡（BX50）と CCD
カメラ（DS-Fi1）により位相差画像，および，蛍光画像を撮影した． 
 
3.3.6  統計的解析 
「3.3.3」項で述べた，形態変化の定量的検討と生存率の測定では，1 条件当た
りの繰り返し回数を 3~7 回とした．方向性凝固ステージを用いた実験では，実
験 1 回当たり，測定試料中の 3 スポット（1 スポットの面積は 0.30mm2）を対象
とした．一様温度分布ステージを用いた実験では，実験 1 回当たり，測定試料
中の 5 スポット（1 スポットの面積は 0.14mm2）を対象とした．結果は，平均値
±標準誤差で表記し，平均値間の有意差の判定は，t 検定によって行った．  
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3.4  実験結果 
3.4.1  凍結挙動 
生理食塩水中の分化型 PC12 細胞の方向性凝固過程における凍結挙動の代表
例を，冷却速度に対して Figs. 3.13~3.16 に示す．各冷却条件での観察の温度領域
は，未凍結状態から低温側は概ね−20 ~ −25°C に及ぶ．実験試料である分化型
PC12 細胞の形態は，各図の凍結前の状態である a に示すように，基質に付着し
た状態で細胞の中心部である細胞体から細長い神経突起が伸びる構造を持つ． 
 
3.4.1.1  細胞内凍結を伴わない場合 
本実験で冷却速度が最も低い H = 5.4°C/min（Fig. 3.13）の場合，凍結様式は，
細胞外のみに氷結晶が発生・成長する典型的な細胞外凍結となった．Figs. 3.13a
と 3.13b で凍結領域の先端（Figs. 3.13a と 3.13b の画像下の太い矢印）が未だ及
ばない未凍結状態では，細胞全体の形態が明瞭であるが，Fig. 3.13b で細胞が凍
結領域に取り込まれ，さらに, Figs. 3.13c，3.13d，3.13e，3.13f へと温度が低下す
るに従って，細胞体は，脱水，収縮，変形した．凍結過程における神経突起の
脱水・収縮は元々の細さのために明瞭ではないが，氷結晶との相互作用による
湾曲などの変形（Figs. 3.13b~3.13f に，例を楕円で示す）が認められた．Fig. 3.13f
では，細胞の形態は，細胞体と神経突起を問わず不明瞭になった．  
 
3.4.1.2  細胞内凍結を伴う場合 
Fig. 3.13 の場合より冷却速度が高い H = 33.6°C/min（Fig. 3.14），68.4°C/min（Fig. 
3.15），92.3°C/min（Fig. 3.16）の場合，凍結過程で，細胞外凍結に加え，細胞内
に氷結晶が発生・成長する細胞内凍結を伴い，冷却速度の増加に対しその発生
頻度が増加した．凍結前の状態である Figs. 3.14a，3.15a，3.16a では，細胞の形
態は明瞭であり，細胞外における凍結の進行と共に，Fig. 3.13 の場合と同様に細
胞はある程度，脱水・収縮するが，その後，細胞内凍結により，細胞内部が突
如として暗く変化（暗化）した． 
例えば，Fig. 3.14 中，矩形で示す 2 個の隣接した細胞が，Figs. 3.14d（ΔT= −
9.58°C）（下側の細胞）と 3.14h（ΔT= −14.28°C）（上側の細胞）で各々1 個ずつ，
細胞内凍結を起こした（細胞内凍結の瞬間を示す）．これに対して，同画像中の
他の細胞は，Fig. 3.14h までの段階では，細胞内凍結を伴わず，細胞外凍結によ
り，ある程度，脱水・収縮が進行しつつ，過冷却を保持していると考えられる．
Fig. 3.14 の場合に比べ冷却速度が約 2 倍である Fig. 3.15 では，画像内の 2 個の細 
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胞は共に，細胞内凍結を起こした（右の細胞は Fig. 3.15d（ΔT= −16.21°C），左の
細胞は Fig. 3.15g（ΔT= −21.49°C）で各々1 個ずつ）．さらに，冷却速度の高い Fig. 
3.16 では，Fig. 3.16a 中に楕円で示す細胞は，Fig. 3.16d（ΔT= −8.84°C）で細胞内
凍結を起こし（暗化の発生），そこから Figs. 3.16e（0.10 秒後），3.16f（0.32 秒後），
3.16g（0.80 秒後），3.16h（3.66 秒後）へと時間経過に伴い，細胞内を暗化が伝
播すると共に，粒状の氷結晶が明瞭化した．Fig. 3.16h 中，それ以外の細胞は，
まだ細胞内凍結を伴わず，ある程度，脱水・収縮し，過冷却を保持していると
考えられる． 
細胞内凍結挙動の冷却速度依存性も明確に示された．すなわち，Fig. 3.14 で示
した細胞内凍結では，細胞内の氷結晶は，細胞体内に留まっており，突起部に
は及ばなかった(Fig. 3.14h 中の矩形部分の拡大を Fig. 3.17a に示す)．これに対し
て，冷却速度がより高い Fig. 3.15 では，細胞内氷結晶は，細胞体内だけでなく
神経突起の根元部分まで及び（Fig. 3.15i 中の矩形部分の拡大である Figs. 3.17b
と 3.17c 中，氷結晶の到達点を矢頭で示す），さらに冷却速度の高い Fig. 3.16 で
は，神経突起の根元から先の方へかなり離れた位置まで氷結晶が及んだ（Fig. 
3.16h 中，楕円で示す）．  
 
3.4.2  凍結・融解後の細胞の形態変化 
凍結・融解後の細胞の位相差画像と PI 染色による蛍光画像の代表例を，凍結
前の位相差画像と共に，Figs. 3.18 と 3.19 に示す．神経突起は明瞭な形態変化を
示し，その変化は，次の二つの特徴的な変化に大別された．すなわち，1) 神経
突起の途中で数珠のような膨らみを形成する（数珠状化），および，2) 神経突起
が短くなり，場合によってはその端部が数珠状化する（短小化）である．例え
ば，前者の形態変化に関しては，Figs. 3.18c と 3.19c 中の矢頭で示す凍結前の突
起の位置に，各々Figs. 3.18d と 3.19d で数珠状部が形成された．後者の形態変化
に関しては，Figs. 3.18a と 3.19a 中の矢印で示す凍結前の突起に対して，各々Figs. 
3.18b と 3.19b で短小化が発生した．数珠状化が生じる突起の割合（65~71 突起
中）は，TL = −0.8 °C で約 70%程度，その他の条件では 95%以上であり，短小化
する突起の割合（18~25 突起中）は，TL = −0.8 °C で全突起の約 65%程度，その
他の条件では 80%以上となった．細胞体に関しては，凍結・融解後，細胞の輪
郭が若干不明瞭になる傾向を示した． 
Fig. 3.18b’では，赤く染色された細胞はなく（小さい赤く染まっているものは，
元々培養中に存在していた死細胞の残骸やゴミなどである），全て生細胞であっ
たのに対し，最低到達温度がより低い Fig. 3.19 では死細胞が増加した．これら 
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の形態変化は，生細胞においては生じない場合もあるが，死細胞では常に発生
した． 
 次に，これらの形態変化が生じるタイミングを調べるため，凍結・融解過程
（H =1.0~61.8°C/min，TL = −3.8°, −5.6, −11.2°C）において定点を時系列に観察
した．代表的な例として，H =1.0°C/min，TL = −5.6°C の場合の結果を Figs. 3.20 
~3.22 に示す．凍結前の Fig. 3.20a に矩形で示す突起は，最低到達温度滞在中の
Fig. 3.20bではほとんど変化がなかったが，まだ氷が残存する融解過程であるFig. 
3.20c では既に矢頭で示す数珠状化が生じ始めていた．これに対して，同じ細胞
の別の突起に注目した Fig. 3.21 では，凍結前の Fig. 3.21a の状態に対して，凍結・
融解過程で(Figs. 3.21b~3.21d)数珠状化はほとんど生じず，融解後から生じ始め
た(Fig. 3.21e に例を矢頭で示す)．短小化は，凍結・融解過程で(Figs. 3.22b~3.22d)
ほとんど生じず，融解後から生じ始めた(Fig. 3.22e に例を矢印で示す)．本実験
条件の範囲では，形態変化は，基本的に，融解過程または融解後から生じ始め，
凍結過程では生じなかった． 
細胞内凍結と細胞外凍結が共に生じる条件である TL = −11.2°C，H=61.8°C/min  
において，定点を時系列に観察し，それぞれの凍結様式を経た細胞ごとに，融
解後の形態変化を調べた結果を Fig. 3.23 に示す．Fig. 3.23 に黒丸で示す 2 つの細
胞は，最低到達温度滞在中に細胞内凍結（暗化）し（Fig. 3.23b)，神経突起の根
元付近まで氷が及んだ（Fig. 3.23b に矢頭で示す）のに対し，白丸で示す 2 つの
細胞は凍結・融解過程を通して暗化は見られなかった．凍結・融解後，数珠状
化と短小化は，いずれの凍結様式を経た細胞においても観察された．例えば，
細胞内凍結した細胞の突起は，Fig. 3.23f に黒矢頭で示す数珠状化が生じ，Fig. 
3.23c に黒矢印で示す短小化が生じた．また，細胞外凍結のみの細胞の突起は，
Fig. 3.23g に白矢頭で示す数珠状化が生じ，Fig. 3.23c に白矢印で示す短小化が生
じた． 
 さらに，凍結・融解後，細胞を培養環境に戻した場合，神経突起の形態変化
がどのように変化するか調べるため，細胞を培養液中で凍結・融解後（TL = −
5.6°C，H = 4.7°C/min），37°C で培養し，時系列で観察した結果を Figs. 3.24 と
3.25 に示す．Fig. 3.24 の細胞では，凍結前の Fig. 3.24a の矢頭で示す突起の位置
に，Fig. 3.24c で数珠が生じたが，Fig. 3.24d で数珠が消え，その後 1 時間程度観
察しても，変化は見られなかった．これに対し，Fig. 3.25 の細胞では，Fig. 3.25a
に矢頭で示す突起の位置に，Fig. 3.25c で数珠が生じたが，Fig. 3.25e で突起が根
元からちぎれ，分離した． 
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Fig. 3.23  Comparison of post-thaw morphological changes between the cells 
through different freezing pattern  
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形態変化の定量的検討として，凍結・融解前後の突起の太さや長さ，数珠の
個数などを計測し，本実験条件の範囲で，以下の特性を得た．なお，数珠状部
と数珠状部間の太さの比が，凍結前の値よりも大きくなった場合を数珠状化と
みなした（Fig. 3.26 で dB/dNB>d2/d1）． 
1) 凍結・融解後の突起の太さは，数珠状部では平均で約 40%程度太くなり，隣
り合う数珠状部の間では平均で約 5%程度細くなった（Fig. 3.27）．この特性
の明確な冷却速度依存性はなかった． 
2) 神経突起長さ 100µm 当たりの数珠状部の個数（Fig. 3.28）は，TL= −0.8°C で
は平均で 6 ~ 7 個程度であるが，TLの低下に対して増加し，TL= −3.8 ~ −11.2°C
では，平均で 8 ~ 10 個程度に増加した. この特性は，冷却速度にあまり依存
しなかった． 
3) 神経突起の凍結前の長さに対する凍結・融解後の長さの割合（Fig. 3.29）は，
TL= −0.8°C では平均で 95%程度であるが，TL=−3.8°C では約 85%，それより
低い冷却速度では約 80%程度に減少した．この特性も冷却速度にあまり依存
しなかった． 
細胞の形態変化をより詳細に理解するため，中間径フィラメントを構成する
タンパク質である Neurofilament L の分布を調べた．ほとんどの動物細胞は，共
通する 3 種類の細胞骨格繊維によって，細胞の内部構造や機械的特性が支えら 
れているが，その一つである中間径フィラメントは，一般的に細胞に機械的強 
度を与える役割を担う．Neurofilament L の免疫染色画像の代表例を，位相差画
像と共に，未凍結状態（コントロール）を Fig. 3.30 に，凍結・融解後の状態を
Fig. 3.31 に示す．Neurofilament L は，未凍結状態では，神経突起の軸に沿って突
起内にほぼ一様に分布するのに対して，凍結・融解後，基本的に，数珠状部で
は緑色が濃く，数珠状部の間では緑色が薄かった．これは，同タンパク質も，
当該形態変化に対応して，数珠状部では多く，数珠状部の間では少なく分布し
たことを示す．また，Fig. 3.31d’の矢印に示すように，数珠状部の内部で
Neurofilament L が偏って分布し，湾曲している場合もあった．一方，細胞体内
の Neurofilament L には，明瞭な変化が認められなかった． 
 
3.4.3 浸透圧ストレスによる細胞の形態変化 
「3.4.2」項で，神経突起に数珠状化や短小化などの特徴的な形態変化が生じ
ることを明らかにした．その原因の一つとして，細胞外凍結における未凍結水
溶液の濃縮による浸透圧ストレスが考えられる．そこで，凍結・融解後の形態
変化に関して，当該過程における細胞に対する環境因子として，NaCl 濃度に起 
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Fig. 3.26  Schematic of beading of neurite  
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Fig. 3.27  Fraction of neurite width after freezing and thawing against 
before freezing as a function of TL 
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Fig. 3.28  Number of beads per 100 µm of the neurites (N) as a function of TL
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Fig. 3.29  Fraction of neurite length after freezing and thawing 
against before freezing (L) as a function of TL   
96 
 
 
 
 
Fig. 3.30.  Cells and neurofilament L before freezing 
97 
 
Fig. 3.31.  Cells and neurofilament L after freezing and thawing 
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因する浸透圧ストレスに注目し，その影響を調べた．Fig.3.32 に，NaCl 濃度の
変化過程における細胞の形態変化と等張に戻した後の細胞骨格の形態変化の例
を示す．Figs.3.32a~3.32e は，NaCl 濃度の変化過程における細胞の形態変化の例
で，Fig.3.32e'は等張に戻した Fig.3.32e に対応する NeurofilamentLの画像である．
神経突起は，NaCl 濃度が 1M において若干細くなり，希釈過程において数珠状
化や短小化を生じた．細胞骨格は，数珠の部分は濃く，数珠周りは薄くなった．
また，細胞体は，高張状態で収縮し，希釈過程で再膨張し，球状化した． 
次に，浸透圧ストレスによる形態変化の定量的検討として，6 つの神経突起の
太さや長さを計測した．それぞれの突起内の一つの数珠状化する部分の太さを
時系列に調べ，等張の初期状態の太さで無次元化した結果を Fig.3.33a（突起 1~3）
と Fig. 3.34a（突起 4~6）に示し，突起の長さを時系列に調べ，等張の初期状態
の長さで無次元化した結果を Fig. 3.33b（突起 1~3）と Fig. 3.34b（突起 4~6）に
示す．点線が垂直に変化する部分は，濃度変化の操作を行ったタイミングを表
す．まず，突起 1~3 について，いずれの突起も，NaCl 濃度が約 1M で若干細く
なり，希釈過程で急激に肥大化し，最終的な数珠部の太さは，約 1.5～2 倍にな
った（Fig. 3.33a）．この 3 つのいずれの突起も，短小化は 10%以下となった
（Fig.3.33b）．ほぼ同様の浸透圧変化を与えた場合の突起 4~6 では，数珠状化部
分の太さは，突起 4 と 5 は，突起 1~3 とほぼ同等で，約 2 倍程度となったが，
突起 6 は，約 3 倍程度まで及んだ（Fig. 3.34a）．長さについては，突起 6 は，
数珠状化と対応して，他の突起よりも短小化の度合いが大きく，40%程度短小化
した（Fig. 3.34b）． 
さらに，形態変化に対する NaCl 濃度の影響を明確にするために，実際の NaCl
濃度変化を Fig. 3.35 のように仮定して解析した．NaCl 濃度に対する数珠状化部
分の太さ変化の例を Fig. 3.36 に示し，突起長さの変化を Fig. 3.37 に示す．まず， 
突起 1~3 について，いずれの突起も，数珠状部は，等張の初期状態と比べて，
NaCl 濃度が 1M において若干細くなり，希釈過程の 0.3~0.4M 以下の範囲で肥大
化した（Fig. 3.36a）．この傾向は突起 4~6 でも同様であり，いずれの突起も，
希釈過程の 0.3~0.4M 以下の範囲で肥大化した（Fig. 3.36b）．数珠状化と同様に，
短小化も，希釈過程の 0.3~0.4M 以下の範囲で生じた（Fig. 3.37）． 
 
3.4.4 凍結・融解後の細胞の生存率 
 凍結・融解後の細胞の生存率 η の測定結果を Fig. 3.38 に示す．図中，便宜上，
非凍結状態 TL = 0°C で η =1.0 のデータ点を加えてある．η は，いずれの冷却速度
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Fig. 3.33  Time-series change of a) width of neurites at beading parts and  
b) length of neurites under osmotic stress (Neurite1~3)  
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Fig. 3.34  Time-series change of a) width of neurites at beading parts and  
b) length of neurites under osmotic stress (Neurite4~6) 
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      Fig. 3.35  Time-series change of NaCl concentration 
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Fig. 3.36  Change of width of neurites at beading part as a function of NaCl 
concentration for a) Neurite1~3 and b) Neurite4~6 
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Fig. 3.37  Change of length of neurites as a function of NaCl 
concentration for a) Neurite1~3 and b) Neurite4~6  
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Fig. 3.38  Post-thaw cell viability as a function of TL and H 
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でも，TLの低下と共に η = 1.0 から単調に減少した．すなわち，η は，TLの低下
に対して，緩やかに減少し始めた後，こう配を急にしつつ減少し（ 2η /TL 2 < 0），
変曲点（ 2η /TL 2 = 0）を経て，こう配を緩やかにしつつ減少する（ 2η /TL 2 > 0）
特性を示し，最終的には漸近的に TL = −11.2°C で η = 0 となった． 
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3.5 考察 
3.5.1 細胞外凍結挙動と細胞損傷 
 凍結挙動の観察に関して，細胞外凍結の場合，細胞体の収縮や神経突起の湾
曲などが観察された（Fig. 3.13）．細胞外で氷結晶が成長すると，未凍結水溶液
の濃縮により水溶液中の NaCl 濃度が増加する．これに呼応して，細胞外の未凍
結水溶液と細胞内水溶液の浸透圧差により，細胞は脱水，収縮し，さらに氷結
晶からの機械的作用も加わり，変形する．この過程では，同時に細胞内の水溶
液も濃縮され，溶質濃度が増加する．凍結挙動におけるこの変化は，特に，氷
結晶の成長の盛んな温度領域で顕著である．神経突起も基本的には細胞体と同
様の膜構造を有するため，細胞外氷結晶の成長と共に，脱水・収縮する（後で
詳しく論ずる）が，元々の細さのため，太さの変化が明瞭ではない． 
細胞外凍結によって起こる細胞損傷の機序についてはいくつかの説がある．
Lovelock ら(3.20)は，赤血球を用いた研究から，細胞膜脂質が濃縮塩により一部分
解された結果，細胞膜の透過性が増大し，融解時に浸透圧ショックにより溶血
を起こす，という塩害説を提唱した．この説は，多くの支持はあるものの，か
なりの反論も見られる．また，Meryman(3.21)は，溶血がそれを引き起こす塩濃度
と同じ浸透圧をもつスクロース溶液によってもおこることなどに注目し，塩そ
のものの細胞膜への害ではなく，脱水による細胞の収縮が損傷の原因であると
いう，最小容積説を提唱した．この説は，細胞は収縮しうる容積に限界があっ
て，脱水が進行してもその最小容積以下には収縮できず，さらに凍結が進行し
て細胞内外の浸透圧の差が増大してくると，細胞膜にストレスがかかり，半透
過性を失って融解時に溶血するというものである．一方，凍結過程の細胞は，
細胞外の未凍結水溶液中に閉じ込められるが，そこで細胞間あるいは細胞と氷
結晶間の機械的な作用により損傷をうけるという，機械的ストレス説(3.22)(3.23)も
ある．この機械的ストレス説にも批判はあるが，細胞が密接して存在する組織，
臓器の凍結を考える上で特に考慮すべきである． 
 
3.5.2 細胞内凍結挙動と細胞損傷 
 これに対して，冷却速度の増加は細胞内凍結を起こす頻度を増加させる．暗
化は，細胞内水溶液の過冷却状態での氷核生成（過冷却解除）により，微細な
氷結晶が多数形成され，細胞内を透過する光を散乱，減衰するためである．一
旦細胞内に氷結晶が形成された後は，細胞内水溶液は濃縮され，ほぼ熱平衡状
態に達し，温度低下と共に，細胞内でも氷結晶の成長と未凍結水溶液の濃縮が
進む．Figs. 3.13h，3.14i，3.15h では，細胞内凍結発生瞬間時（各々Figs. 3.13d，
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3.14d，3.15d）と比べ，細胞内氷結晶が粗粒化（粒当たりの大きさの増加と数の
減少）し，その形態もはっきりする傾向がある．これは，時間経過に伴う温度
低下による細胞内の微細な氷結晶の成長とそれによる合体や，温度低下はある
ものの時間経過による氷結晶の再結晶化のためであると考えられる． 
細胞内凍結では，このような細胞内の氷結晶からの機械的作用や溶液効果に
よって，細胞内小器官や細胞膜が破壊されると考えられる(3.24)(3.25)．細胞膜と細
胞内氷結晶が接したところで特異的に損傷を受ける証拠は，藤川ら(3.26)によるヒ
ト赤血球に対するフリーズフラクチャー法を用いた研究により示された．また，
Sherman(3.27)，朝比奈(3.28)，根井(3.29)らは，各種細胞について，細胞内氷結晶の大
きさと融解後の生存率を比較した結果，細胞内に氷結晶が出来ても，それが極
端に小さいうちは細胞に損傷を及ぼさないが，氷が成長してある大きさ以上に
達すると損傷をきたすことを示した．従って，急速凍結された細胞の細胞膜，
細胞小器官の破壊は，細胞内微小氷結晶の成長と大型化（再結晶）に伴っても
たらされると考えられている．  
 
3.5.3 細胞内氷結晶の発生位置と伝播 
細胞内凍結は，細胞体で優先的に起こり，細胞内を伝播し，冷却速度の増加
に対して，神経突起の根元からかなり離れた位置まで氷結晶の形成が及ぶ（Fig. 
3.14~3.16）．細胞内凍結が起こる場合でも，まずは，細胞外凍結のみの場合と同
様に，細胞周りに氷結晶が先行して発生・成長し，細胞は脱水しつつ収縮する．
しかし，冷却速度が高い程，細胞からの脱水とそれによる細胞内水溶液の濃縮
が不十分となり，細胞内水溶液は，冷却過程で過冷却を蓄積・増大させ，最終
的にそれの解除により細胞内凍結に至る(3.24)(3.25)．この細胞内凍結メカニズムに
鑑みるに，体積／表面積比の大きい細胞体は，体積／表面積比の小さい細長い
神経突起に比べ，脱水が進行し難く，冷却・脱水過程で過冷却が蓄積され易く，
かつ，体積自体がより大きいため，結果として，優先的に細胞体内で氷結晶が
発生し，細胞内を伝播・成長すると考えられる．従って，冷却速度が高い程，
細胞内の氷結晶が，細胞体だけでなく，神経突起やその先の方まで及ぶという
傾向は，冷却過程における両部位での脱水のしやすさの違いにより，蓄積され
る過冷却度に差が生じるためである．すなわち，細胞外凍結の進行により，細
胞の脱水・収縮は細胞体だけでなく突起部でも起こるが，脱水は細長い形状の
突起部でより起こりやすいため，細胞体内に氷結晶が形成される場合でも，低
い冷却速度の条件では，突起部での過冷却の蓄積が不十分であり，その中に氷
結晶は及ばないのに対し，より高い冷却速度の条件では，突起部にも過冷却が
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十分に蓄積され氷結晶が成長する．これに対して，通常の細胞の場合，神経突
起のような細長い構造を持たない単純な形態（例えば球状）であるため，細胞
内氷結晶は冷却速度によらず細胞全体に伝播する．  
 
3.5.4 凍結・融解後の神経突起の形態変化 
凍結・融解後の神経突起には，数珠状化や短小化などの形態変化が生じた（Figs. 
3.18 と 3.19）．これらの形態変化は，融解過程から生じ始める場合もあるが，主
に融解終了後から生じ始めた（H =1.0~61.8°C/min，TL = −3.8°C, −5.6°C, −11.2°C）．
突起によってタイミングが若干異なることについては，突起の長さ，分岐の数，
接着の強さの違いなどが関与する可能性が考えられる． 
以上の変化は，死細胞だけでなく，生細胞でも頻繁に生じるため，細胞にと
って必ずしも致死的な傷害ではない（Figs. 3.18 と 3.19）．すなわち，細胞の生死
は，核などの主要な細胞小器官が存在する細胞体の損傷に依存し，神経突起に
対する損傷のみではほとんど影響されないと考えられる．しかし，短小化では，
神経突起間の接続が明確に切断される．また，数珠状化した突起も，培養環境
に戻すと，元に戻る場合もあるが（Fig. 3.24），ちぎれて細胞体から分離する場
合もある（Fig. 3.25）．従って，神経突起の形態変化を防ぐことは，凍結・融解
後の細胞の品質を向上させる観点から，意義があると考えられる． 
また，数珠状部が形成される神経突起上の位置に関しては，Figs. 3.18cと3.18d，
Figs. 3.19c と 3.19d の比較より，凍結前の神経突起の僅かに太い位置（根元部分
以外）に対応しているように見受けられる箇所もあるが，今後，形成メカニズ
ムを含めた詳細な検討が望まれる． 
形態変化を生じた神経突起では，細胞骨格にも変化が生じた．数珠状化では，
細胞の力学的構造を支える中間径フィラメントを構成する Neurofilament L（Fig. 
3.31）の分布に濃淡や湾曲が生じる．Fig. 3.31 に矩形で示した突起は，短小化も
生じているため，Neurofilament L が長さ方向（軸方向）に圧縮されることによ
り，数珠状部で湾曲が生じた可能性も考えられる．これまでの報告でも，本研
究の凍結の場合同様に，中間径フィラメントが数珠状部に集中して存在すると
いう報告がある(3.30)．中間径フィラメントは，細胞に機械的強度を与える役割を
担うため，以上の変化によって，神経突起の強度に影響が及ぼされる可能性が
ある．数珠状化した突起では，突起内の物質輸送を担う微小管など，他の細胞
骨格繊維にも損傷が生じるという報告もあり(3.31-3.33)，神経ネットワークの神経
情報伝達機能としての点からの検討も必要である． 
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3.5.5 浸透圧ストレスによる形態変化 
浸透圧ストレス（等張→高張→等張）による形態変化は，凍結・融解におけ
る形態変化と定性的に同様であるため，浸透圧ストレスが凍結・融解後の細胞
の形態変化に大きな影響を及ぼすと考えられる．突起の長さは全体の平均的な
特性なので，局所的な特性である太さと比べて変化が小さいが，数珠が大きい
ほど，短小化の度合いも大きくなる傾向がある．これは，短小化した部分が数
珠と融合することにより，数珠が太くなるためと考えられる． 
Pullarkat ら(3.14)は，in vitro で培養した PC12 細胞を低張液に曝露し，その状態
で維持しながら形態変化を観察した．その結果，低張液でも数珠状化が生じる
ことが明らかとなった．本研究でも，神経突起の数珠状化は，凍結する場合は
融解過程または融解後に生じ，浸透圧ストレスに曝す場合では高張から等張へ
変化する過程で生じる．従って，浸透圧が下がる過程で生じる，細胞膜を介し
た水の流入が，数珠状化の形成に関与している可能性がある．本実験条件の範
囲では，希釈速度に依らず，ほぼ一定の NaCl 濃度（0.3~0.4M）で神経突起の形
態変化が生じ始めたため，水の流入する速度よりも量が重要であることが示唆
される． 
 
3.5.6 神経突起の形態変化に関する従来の研究 
神経突起の数珠状化や短小化は，in vivo と in vitro を問わず，他のストレスや
疾患でも発生する．数珠状化は老化(3.34)，アルツハイマー(3.35)，脳虚血(3.36)，機械
的障害(3.37-3.41)，薬剤障害(3.42)などと関連し，短小化はアルツハイマー(3.43)，機械
的障害(3.44)，薬剤障害(3.45)などと関連して生じることが報告されている．その現
象に対して，分子レベルでの詳細な形成メカニズムについては様々なモデルが
提示されてきた．これらのモデルでは，局所的な細胞骨格の損傷による突起内
物質輸送傷害(3.31-3.33)(3.39)，膜の張力(3.44)(3.46)の関与などが指摘されてきたが，未だ
に統一的な説明は出来ていない(3.40)(3.47)．また，数珠状化した突起が崩壊する過
程の時間的・空間的依存性，可逆的な数珠状化と不可逆的な数珠状化の境界，
数珠状化と突起の傷害の因果関係についてもよく分かっていない(3.47)． 
 
3.5.7 凍結・融解後の生存性と形態変化の冷却条件に対する依存性 
生存率は，冷却速度の高い方が低い場合に比べ，やや大きい傾向を示すもも
の（Fig. 3.38），形態変化や細胞の死滅は，冷却速度にはあまり顕著には影響さ
れず，最低到達温度の低下に対して助長された（Figs. 3.28，3.29，3.38）．これは，
以下の理由による．すなわち，本実験条件では，生存率が低下する最低到達温
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度の範囲に注目しているため，最低到達温度は比較的高く，冷却速度が高い場
合でも凍結様式は主に細胞外凍結であると考えられる．また，細胞内凍結が生
じた場合でも，氷結晶は細胞体内か突起の根元までしか及んでおらず，神経突
起部分の凍結様式は概して細胞外凍結である（Fig. 3.23）．従って，細胞外凍結
による細胞損傷の観点から，最低到達温度の低下は，細胞の経験する温度低下
だけでなく，電解質濃度の増加とそれによる細胞の脱水・収縮・変形の助長（溶
液効果の促進）（融解過程では，復水・再膨張の助長），氷結晶からの機械的作
用の増加と共に，これらストレスに曝される時間が長くなるため，結果として
損傷が増大し，形態変化が助長される．さらに，本研究では，冷却過程と加温
過程の間の最低到達温度での滞在時間が 10 分であり，加温速度も 20~30°C/min
と必ずしも高くなく，冷却過程以外の影響を受ける時間が長いため，冷却速度
依存性が明確でないと考えられる． 
 Souzu ら(3.48)は，ヒト赤血球に対して，緩速冷却（H = 1.7°C/min，従って，凍
結様式は細胞外凍結）後，即座の急速加温（W=~550°C/min）の場合の生存率を
調べた．その結果，定性的には本研究の場合と同様に，最低到達温度に対して
単調減少する S 字状の生存曲線を示した．しかし，本研究結果と比べ，定量的
には生存曲線がより低温の範囲まで広がる特性を示し（TL = −20.0oC で，η = 0），
生存率が高かった．これは，細胞の違いに加え，本研究の実験条件に比べ，最
低到達温度での滞在時間が零で，加温速度が非常に速いことも一因であると考
えられる． 
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3.6 まとめ 
創薬分野において応用上重要な，基質に付着した神経細胞の凍結に関する基
礎的特性を理解することを目的とし，神経様細胞を用い，生理食塩水中におけ
る凍結挙動を調べると共に，凍結・融解後の細胞の形態変化とそれに及ぼす浸
透圧ストレスの影響を調べ，さらに凍結・融解後の細胞の生存性を調べた．ま
とめは以下のとおりである． 
1) 凍結様式は，他の一般的な細胞と同様で，定性的に，冷却速度が低い場合に
は細胞外凍結であり，冷却速度の増加に従って，細胞内凍結の発生頻度が増加
する． 
2) 細胞外凍結では，細胞体と神経突起は，共に脱水・収縮・変形する．この過
程で，細胞体と神経突起は，溶液効果と氷結晶からの機械的作用が原因する損
傷を受ける． 
3) 細胞内凍結は，細胞体で優先的に起こり細胞内を伝播し，冷却速度の増加に
対して，神経突起の根元，さらには根元から先端に向かう離れた位置まで氷結
晶が及ぶ．これは，冷却過程における細胞体と神経突起の両部位での脱水のし
やすさの違いにより，蓄積される過冷却度に差が生じるためである．本過程で
は，細胞内の微細な氷結晶からの機械的作用や溶液効果が主な損傷原因である． 
4) 凍結･融解後の細胞には，神経突起の数珠状化や短小化，細胞体の輪郭の不
明瞭化などの形態変化が生じ，冷却速度に対する明確な依存性は見られず，最
低到達温度の低下に対して助長される傾向を示す． 
5) 神経突起の形態変化は，死細胞だけでなく，生細胞でも頻繁に生じるため，
細胞の生死との相関性はなく，従って，細胞にとって必ずしも致死的な傷害で
はないが，神経細胞間の情報伝達能への影響に関する検討が望まれる． 
6) 凍結･融解後の形態変化を生じた神経突起では，細胞骨格にも変化が生じる．
細胞に機械的強度を与える役割を担う中間径フィラメントの神経突起内の分
布に，数珠状化や短小化に対応した同様の変化が生じる． 
7) 浸透圧ストレス（等張→高張→等張）により，凍結･融解の場合と定性的に
同様の形態変化（神経突起の数珠状化と短小化）が生じるため，浸透圧ストレ
スが凍結・融解後の細胞の形態変化に大きな影響を及ぼすと考えられる．これ
らの変化は，本研究の実験条件の範囲では，希釈過程における NaCl 濃度が一
定の範囲内で起こる． 
8) 凍結・融解後の細胞の生存率は，最低到達温度の低下と共に単調減少する．
従って，細胞の死滅は，細胞の形態変化と同様に，最低到達温度の低下と共に
助長されるが，本研究では，生存率が変化する比較的高い温度範囲に注目して
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いるため，凍結様式は主に細胞外凍結であり，従って，凍結様式の違いに起因
するような影響が少ないため，本実験条件の範囲内では，細胞の形態変化や生
存率の冷却速度依存性が小さい． 
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第 4 章 
 
神経様細胞の凍結・融解特性に 
対する凍結保護物質の効果 
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4.1  緒言 
 前章では，創薬分野において応用上重要な，基質に付着した神経細胞の凍結・
融解特性を理解することを目的とし，まずはその第一段階として，細胞回りの
水溶液環境を生理食塩水として，神経様細胞の凍結挙動を調べると共に，凍結・
融解後の細胞の形態変化と生存性を調べた．しかし，生存率は，最低到達温度
が約-11°C でほぼ 0 となり，凍結保存の観点からは非常に低い． 
 Ma ら(4.1)による，in vitro で神経ネットワークを形成した初代神経細胞に対す
る凍結保存の研究においても，凍結保護物質を用いない場合では、生存率が非
常に低いが，凍結保護物質（DMSO やトレハロース）を加えることで，生存性
は 10 倍以上に上昇した． 
 本章では，前章で調べた生理食塩水中の神経様細胞の凍結・融解特性に対す
る凍結保護物質の効果を調べる．細胞回りの水溶液に DMSO を添加した環境で，
冷却速度を変化させ，凍結・融解挙動を観察すると共に，凍結・融解後の細胞
の形態変化と生存性を調べ，前章で検討した生理食塩水中の場合と比較する．
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4.2  実験材料およびその準備 
4.2.1  実験材料 
第 3 章と同様に，第 2 章で増殖・分化特性を調べた神経細胞モデルである PC12
細胞を用いた． 
  
4.2.2  PC12 細胞の継代培養と分化誘導 
未分化型 PC12 細胞の継代培養と分化誘導は，「3.2.2」項と同様の方法で行っ
た． 
凍結実験に使用する接着状態の未分化型 PC12 細胞の準備のためには，ディッ
シュ内に設置した PCS に継代培養過程の細胞を，約 3×104cells/cm2 の細胞数密
度で潘種し，継代培養時の培地で，37°C，10%CO2 環境下で培養する．培養開始
から 48 時間後，細胞が PCS に十分に接着した状態の未分化型 PC12 細胞を凍結
実験用の試料とした． 
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4.3  実験装置および方法 
4.3.1  凍結保護物質 
実験に用いる凍結保護物質は，初代神経細胞の懸濁状態での凍結保存で最も
広く用いられている細胞膜透過型凍結保護物質である DMSO とする．初代神経
細胞の凍結保存のほとんどの成功例では，動物種に依らず，7~10v/v%の DMSO
を添加した溶液中で，約 1°C/minの緩速凍結保存を行っている．2~4v/v%のDMSO
では，10v/v%よりも，生存性が低下することがラット胎児神経細胞において報
告され(4.2)，牛胎児大脳皮質神経細胞でも，4v/v%または 8v/v%の DMSO では，
10v/v%よりも生存性が低下することが報告されている(4.3)(4.4)．また，ラット(4.5)，
ウシ(4.4)，ヒト(4.6)の神経細胞で，15~20v/v%以上の DMSO では生存率が低下する
という報告がある．以上を踏まえ，本章では，細胞回りの水溶液環境を，10%v/v 
DMSO を添加した水溶液とする． 
 
4.3.2  凍結挙動の観察 
 CS 上の付着した分化型 PC12 細胞に対して，培地を除去し，DMSO（和光純
薬工業社製，日本）を 10v/v%添加した生理食塩水（PS+DMSO）（NaCl 濃度は
0.154M に補正）を用い，洗浄（同量の PS+DMSO を加え，約 1 分間放置し，除
去）を 2 度行った．その後，CS の側壁を取り外し，CS を傾斜させ，残留水溶
液を除去した後，PS+DMSO を約 15µl 加え（付着細胞と PS+DMSO から成る試
料で 20µl 相当），その上から GCS（18×24mm）で覆い，凍結挙動観察のため
の試料（厚さ約 45µm）とした（Fig. 3.8）．この試料を，方向性凝固ステージ上
で凍結させ，その挙動を撮影・記録した．温度条件は，温度勾配 G が約
13~19°C/mm に対して，試料の移動速度 V（0.41~3.52mm/min）を変化させ，冷
却速度 H = 5.4，33.6，68.4°C/min とした． 
 
4.3.3  凍結・融解後の細胞の形態変化の観察と生存率の測定 
 一様温度分布ステージを用い，凍結・融解後の細胞に関して，形態変化の観
察と生存率の測定を同時に行った．方法は，基本的に「3.3.3.2」項と同様であり，
以下に概要を述べる． 
 基質に付着した細胞の試料作製について，分化型 PC12 細胞，または未分化型
PC12細胞が付着したPCSをディッシュから取り出し，パラフィルム上に設置し， 
PS+DMSO または DMSO を 10v/v%添加した分化誘導時の培養液（M+DMSO）
（NaCl 濃度は 0.154M に補正）に PI を 2µM 添加した水溶液を用い，洗浄（PS+ 
DMSO または M+DMSO を 100µl を加え，約 1 分間放置し，除去）を 2 度行っ
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た．その後，PCS を傾斜させ，残留水溶液を除去した後，PS+DMSO または
M+DMSO を約 5 µl 加え細胞と水溶液から成る試料（約 10µl）が付着した PCS
の上面と下面を GCS（φ18）で覆い，周りを 3 重の両面テープで封鎖した（試料
厚さ約 60µm）（Fig. 3.10）． 
 懸濁状態の未分化型 PC12 細胞の試料作製について，継代培養過程の細胞の培
地を吸引後，0.05%Trypsin-EDTA を 300 μl を加え，インキュベータ（37°C，3
分間）内に置いた後，培地を加え，ピッペティングにより細胞をディッシュか
ら剥離した．次に，遠心機で細胞を沈殿させた後，上部の水溶液を吸引し，洗
浄（PS+DMSO を 100µl を加え，約 1 分間放置し，除去）を 2 度行った．その後，
細胞を PS+DMSO で懸濁し，PCS の上面にその懸濁液を約 10µl 滴下し，PCS の
上面と下面を GCS（φ18）で覆い，周りを 3 重の両面テープで封鎖した（試料厚
さ約 60µm）（Fig. 3.10）． 
試料は，一様温度分布ステージにより，H = 0.1~74.3°C/min（M+DMSO の場合
は，1°C/min のみ）で，TL = −80.0°C まで冷却され，そこで 10 分間滞在後，W 
~30°C/min で，20°C まで加温された．定点における凍結・融解過程の挙動を時
系列に撮影・記録し，融解終了後 15~30 分の間に，~20°C で，微分干渉画像と蛍
光画像を撮影した． 
凍結・融解後の細胞の形態変化（神経突起の数珠状化と短小化）の定量化とし
て， 「3.3.3.1」項と同様に，1) 数珠状部の太さ，2) 数珠状化した突起長さ 100µm
当たりの数珠の個数（数密度），3) 神経突起の長さを計測した．また，細胞の生
死判別には，「3.3.3.1」項と同様に，細胞膜の色素（PI）排斥能に基づいた評価
を行った． 
 
4.3.4  免疫細胞化学染色による細胞骨格の観察 
CS上の分化型PC12細胞に対して，「4.3.2」項と同様の手順で試料を準備した．
試料は，方向性凝固ステージにより，H =5.4°C/min で，TL =−37.1°C まで冷却さ
れ，そこで 10 分間滞在後，W ~30°C/min で，20°C まで加温された．凍結・融解
後，「3.3.5」項と同様の方法で免疫細胞化学染色を行った． 
 
4.3.5  統計的解析 
「4.3.3」項で述べた，形態変化の定量的検討と生存率の測定では，基本的に 1
条件当たりの繰り返し回数を 3~7 回とし，実験 1 回当たり，測定試料中の 5 ス
ポット（1 スポットの面積は 0.14mm2）を対象とした．ただし，接着した未分化
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型 PC12 細胞の生存率の測定実験では，実験回数は 1 である．結果は，平均値±
標準誤差で表記し，平均値間の有意差の判定は，t 検定によって行った． 
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4.4  実験結果 
4.4.1  凍結挙動 
PS+DMSO 中の分化型 PC12 細胞の方向性凝固過程における凍結挙動の代表例
を，冷却速度に対して Figs. 4.1~4.3 に示す．各冷却条件での観察の温度領域は，
未凍結状態から低温側は概ね−15 ~ −35°C に及ぶ． 
 
4.4.1.1  細胞内凍結を伴わない場合 
本実験で冷却速度が最も低い H = 5.4°C/min（Fig. 4.1）の場合，凍結様式は，
細胞外凍結となった．Figs. 4.1a と 4.1b で凍結領域の先端（Fig. 4.1a の画像下の
太い矢印）が未だ及ばない未凍結状態では，細胞全体の形態が明瞭であるが，
Fig. 4.1b で細胞が凍結領域に取り込まれ，さらに, Figs. 4.1c, 4.1d, 4.1e へと温度
が低下するに従って，細胞体は，若干，脱水・収縮・変形した．凍結過程にお
ける神経突起の脱水・収縮は元々の細さのために明瞭ではなかった．生理食塩
水中で細胞内凍結を伴わない場合（Fig. 3.13f）と比較すると，Fig. 4.1e では，細
胞の形態はより明瞭であり，氷結晶との相互作用による神経突起の湾曲などの
変形も認められなかった． 
 
4.4.1.2  細胞内凍結を伴う場合 
Fig. 4.1 の場合より冷却速度が高い H = 33.6°C/min（Fig. 4.2），68.4°C/min（Fig. 
4.3）の場合，凍結過程で，細胞外凍結に加え，細胞内に氷結晶が発生・成長す
る細胞内凍結を伴い，冷却速度の増加に対しその発生頻度が増加した．例えば，
Fig. 4.2 中，円で示す細胞が，Fig. 4.2d（ΔT= −28.43°C）で細胞内凍結（細胞内
凍結の瞬間を示す）を起こした．Fig. 4.2 の場合に比べ冷却速度が約 2 倍である
Fig. 4.3 では，円で示す細胞は，Fig. 4.3d（ΔT= −11.65°C）で細胞内凍結を起こ
した．これに対して，Figs. 4.2 と 4.3 中の他の細胞は，観察した範囲内では，細
胞内凍結を伴っていないようであるが，「3.4.1.2」項の場合と比較して，細胞外
の氷結晶の形態が非常に細かいため，全体的に光が散乱され，氷結晶下の細胞
の形態変化はほとんど観察出来なかった．また，本実験では，細胞内氷結晶が
細胞内のどの部位まで伝播しているかも観察出来なかった． 
 
4.4.2  凍結・融解後の細胞の形態変化 
凍結・融解後の細胞の位相差画像と PI 染色による蛍光画像の代表例を，凍結
前の位相差画像と共に，Figs. 4.4~4.7 に示す．各図中 b に矢印と矢頭で示すよう
に，いずれの冷却速度でも，凍結・融解後，若干の形態変化（神経突起の短小 
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化と数珠状化）が認められるものの，生理食塩水中の場合の Fig. 3.19 と比較し
て，大きく減少した．数珠状化は冷却速度に依らず約 40%程度の突起（41~50
突起中）に生じ，短小化する突起の割合（45~59 突起中）は，2%程度であった．
冷却速度が速くなるに従って，細胞内凍結による死細胞が増加するため，Figs.  
4.4b’と 4.5b’では，赤く染色されない生細胞が 30%程度存在するが，Fig. 4.6b’で 
は 10%程度，Fig. 4.7b’では 0%に減少した．数珠状化は，生細胞と死細胞のどち
らにも生じた．細胞体に関しては，生理食塩中の場合と同様に，輪郭の不明瞭
化などの形態変化が生じた． 
次に，凍結・融解過程において定点を時系列に観察した結果の代表例として，
H =0.3，20°C/min の場合を Figs. 4.8 と 4.9 に示す．H =0.3°C/min の場合，拡大し
た画像中の矢頭で示す突起の部分は，凍結前の Fig. 2a の状態に対して，凍結・
融解過程で(Figs. 4.8b~4.8e)ほとんど太さに変化はなく，融解後に数珠状化した
(Fig. 4.8f)．H =20.0°C/min の場合，Fig.4.9 中に黒丸で示す 2 つの細胞は，凍結
過程で細胞内凍結（暗化）した（Fig.4.9b）のに対し，白丸で示す 2 つの細胞は凍
結・融解過程を通して暗化は見られなかった．それぞれの細胞の突起を拡大し
た画像中の矢頭で示す突起の部分は，凍結前の Fig. 4.9a の状態に対して，凍結・
融解過程で(Figs. 4.9b~4.9e)ほとんど太さに変化はなく，融解後に数珠状化した
(Fig. 4.9f)． 
形態変化の定量的検討として，凍結・融解前後の突起の太さや長さ，数珠の
個数などを計測し，本実験条件の範囲で，以下の特性を得た． 
1) 凍結・融解後の突起の太さは，明確な冷却速度依存性はなく，数珠状部では
平均で約 30%程度太くなり，隣り合う数珠状部の間では平均で約 2%程度細くな
った（Fig. 4.10）．生理食塩水中の場合（Fig. 3.27） と比較すると，若干変化が
小さい． 
2) 神経突起長さ 100µm 当たりの数珠状部の個数（Fig. 4.11）は，冷却速度にあ
まり依存せず，平均で 1.5 個程度であり，生理食塩水中の場合（Fig. 3.28） と比
較して大幅に減少した． 
3) 神経突起の凍結前の長さに対する凍結・融解後の長さの割合（Fig. 4.12）は，
冷却速度にあまり依存せず，平均で 98%程度となり，この特性も，生理食塩水
中の場合（Fig. 3.29） と比較して，変化が大幅に減少した． 
Neurofilament L の免疫染色画像の代表例を，位相差画像と共に，Fig. 4.13 に示
す．Neurofilament L は，Fig. 3.30 の未凍結状態の場合と同様に神経突起の軸に
沿って突起内にほぼ一様に分布し，Fig. 3.31 の凍結・融解後の突起に生じたよう
な不均一な分布は認められなかった． 
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Fig. 4.10  Width of neurites after freezing and thawing against 
width of neurites before freezing as a function of H 
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Fig. 4.11  Number of beads per 100 µm of the neurites (N) as a function of H 
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Fig. 4.12  Fraction of neurite length after freezing and thawing against before 
freezing (L) as a function of H 
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4.4.3 凍結・融解後の細胞の生存率 
凍結・融解後の細胞の生存率の測定結果を Fig. 4.14 に示す．黒丸は細胞回り
の水溶液環境が PS+DMSO の場合の分化型 PC12 細胞である．これに対して，水
溶液環境を，PS ではなく，より生理的な環境に近い DMEM に置き換えた
M+DMSO とし，H=1°C/min で調べた結果を紫逆三角で示す．また，緑三角は，
PS+DMSO で懸濁した未分化型 PC12 細胞であり，赤四角は PS+DMSO の環境下
の付着した未分化型 PC12 細胞である． 
PS+DMSO の場合の分化型 PC12 細胞は，冷却速度に対して逆 U 字型の生存曲
線を描き，H=0.5~10°C/min で極大値をとった（η~0.4）．より冷却速度が遅い
H=0.3°C/min では若干減少し（η~0.35），より冷却速度が速い H~20°C/min では
大幅に減少し（η~0.10），H~75°C/min で η=0 となった．H=1°C/min における
M+DMSO の環境下における生存率は，PS+DMSO の場合とほぼ同様の結果とな
った． 
 PS+DMSO の環境下における懸濁状態の未分化型 PC12 細胞の生存率は，本実
験条件の範囲では，冷却速度の低下に対して，単調に増加し，H=0.1~0.3°C/min
でほぼ一定となった．冷却速度が高い H~30，75°C/min では分化型 PC12 細胞と
ほぼ同様の生存率となったが，より冷却速度が遅い H=0.1~20°C/min では，基本
的に分化型 PC12 細胞よりも生存率が高かった（p<0.01）．付着した未分化型 PC12
細胞も，懸濁状態の場合とほぼ同様の傾向を示し，基本的に分化型 PC12 細胞よ
りも生存率が高かった（p<0.01）． 
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Fig. 4.14  Post-thaw cell viability as a function of H 
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4.5 考察 
4.5.1 凍結挙動と細胞損傷 
 凍結挙動の観察に関して，細胞外凍結の場合，細胞体の収縮が観察されたが，
細胞回りの水溶液環境が PS のみの場合と比較して軽減され，神経突起の湾曲は
認められなかった（Fig. 4.1）．これは，DMSO の束一性により溶液の氷点が効
果的に下がり，各凍結温度での氷晶形成量が減少し，細胞内外の塩濃度の濃縮
が抑えられたことによる(4.7)．このことは，「3.5.1」項で述べた細胞外凍結によ
る細胞損傷がいずれの機序によっていたとしても，その損傷を緩和する効果を
持つ．すなわち，塩害説における細胞損傷は，塩濃度が減少するため，軽減さ
れる．最小容積説に関しては，塩濃度の濃縮の抑制によって，細胞内外の浸透
圧差が低下し，細胞からの脱水量が減少し，従って損傷原因である細胞の収縮
の程度も小さくなるため，損傷が軽減される．機械的ストレス説に関しては，
細胞外の氷晶形成量が減るため，未凍結水溶液量が増加し，その溶液中の細胞
密度は減少し，細胞と細胞間，または細胞と氷結晶間の空間が広がるために，
損傷が軽減される． 
 これに対して，冷却速度の増加は細胞内凍結を起こす頻度を増加させるが
(Figs. 4.2 と 4.3)，水溶液環境が PS+DMSO の場合では，PS のみの場合と比べて
氷が細かく，詳細な挙動は不明である． 
 
4.5.2 凍結・融解後の細胞の形態変化  
凍結・融解後の神経突起には，数珠状化や短小化などの形態変化が若干生じ
るものの，（Figs. 4.4~4.7）大きく軽減された．時系列に定点を観察した結果から
も，形態変化が，凍結・融解過程から融解後まで，どの段階においてもほとん
ど生じなかった．さらに，細胞骨格もコントロールと同等の状態であった．こ
れは，「4.5.1」項で述べた DMSO の効果により，細胞外凍結による細胞外氷結晶
からの機械的作用が軽減されると共に，溶液効果が抑えられたためと考えられ
る．従って，DMSO の添加によって，凍結・融解後の細胞の品質を大きく向上
させることが出来たと考えられる． 
凍結・融解後の神経突起の形態変化の明確な冷却速度依存性はみられなかっ
た．これは，本実験条件の範囲（H<80）では，「3.4.1.2」項の結果も考慮に入
れると，細胞内凍結によって細胞体内に氷結晶が生じたとしても，神経突起内
には及ばないか，及んだとしても限定的であり，神経突起の凍結様式としては
概して細胞外凍結のみであるためと考えられる．すなわち，いずれの冷却速度
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においても，DMSO の効果によって，細胞外凍結によるストレスが軽減され，
形態変化が同様に減少する． 
なお，神経突起の形態変化は，細胞の生死にも依存せず大きく軽減されたた
め，「3.5.4」項で考察したように，細胞の生死との相関性はないと考えられる
が，神経突起を介した情報伝達能に対する影響についての検討が望まれる． 
 
4.5.3 凍結・融解後の細胞の生存性 
分化型 PC12 細胞は，冷却速度に対して，逆 U 字型の生存曲線を描き，H= 
0.5~10°C/min で極大値をとった．これは，より冷却速度が速い H≧20°C/min 条
件では，細胞内凍結が生じるため，生存率が大きく減少し，より冷却速度が遅
い H=0.3°C/min では，細胞外凍結による浸透圧ストレスに曝される時間が増大
し，生存率が減少するためと考えられる． 
 分化型 PC12 細胞の生存率は，生理食塩水中の場合（TL~−11°C で η~0）と比較
して，大幅に上昇した．これは，形態変化と同様に，「4.5.1」項で述べた DMSO
の効果により，損傷が抑えられたためと考えられる． 
 DMSO の添加によって生存率が上昇したが，η~0.4 であり，まだ改善の余地が
大きい．PS を分化誘導時の培養液に置き換えた場合（M+DMSO）の生存率は，
PS+DMSO の場合とほとんど差が無かったが，これは，分化誘導時の培養液中の
血清濃度（0.1v/v%）が低かったためかもしれない．Grilli らは，マウスの骨髄細
胞の細胞懸濁液に凍結保護物質として DMSO に加え，更に 1)10v/v%マウス血清
または 2)10v/v%ウシ胎児血清を加えた場合と，3)血清を加えない場合について
緩速凍結保存後の有核細胞数とそのコロニー形成率を比較した(4.8)．その結果，
それぞれ，1)59.7%有核細胞，100.5%コロニー形成率，2)59.8%有核細胞，34.7%
コロニー形成率，3)24.5%有核細胞，18.2%コロニー形成率となった．従って，
血清に凍結保護効果があり，同種由来の方が効果が高いことが示された．分化
型 PC12 細胞の場合も，血清濃度の上昇や，同種の血清を用いることにより，さ
らに生存率を上昇させられる可能性がある．また，生存率を上昇させるための
別の方法としてガラス化による保存も考えられ，今後の検討が望まれる． 
 
4.5.4 未分化型 PC12 細胞の凍結・融解後の生存性との比較 
 分化型 PC12 細胞は，未分化型 PC12 細胞よりも，比較的低冷却速度において
生存率が低かった．従って，PC12 細胞は分化することにより凍結耐性が低くな
るため，分化型 PC12 細胞の凍結保存では，基本的に，より高度な技術が必要で
あると考えられる． 
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 未分化型 PC12 細胞は，比較的高冷却速度の領域で，接着状態の方が，懸濁状
態よりも生存率が高い傾向がある．一方，Choi らは，ヒト皮膚線維芽細胞を用
いた凍結実験を行い，懸濁状態と比較して，接着状態の方が，比較的高冷却速
度における細胞内凍結が起こりやすく，凍結・融解後の生存率が低いことを示
した(4.9)．PC12 細胞の場合は，繊維芽細胞とは細胞の特性が異なり，接着状態の
方が懸濁状態よりも細胞内凍結が起こりにくい可能性がある． 
 
4.5.5 神経ネットワークの凍結保存後の生存性に関する従来の研究との比較 
Ma らは，in vitro で神経ネットワークを形成した初代神経細胞に対する凍結保
存において，細胞のコラーゲンゲル中への包埋により，細胞膜の色素排斥能の
点から生存性が向上することを示した(4.1)．同様の実験系で，Malpique ら(4.10)は，
材料として神経様細胞へ分化誘導したマウス神経芽細胞腫由来細胞株（N2a 細胞）
を用い，アルギン酸塩ゲルに包埋する場合の方が，コントロールよりも細胞内
酵素活性に基づく生存性が 3 倍程度上昇することを示した．従って，分化型 PC12
細胞の場合でも，このような高分子ゲルに包埋することで生存率が上昇する可
能性があるが，ゲルに包埋した場合でもまだ生存率が比較的低く(6~7 割程度)，
改善の余地が大きい． 
また，Pichugin らは，海馬組織の切片に対して，氷結晶を伴わないガラス状態
で固化させるガラス化保存を行い，切片全体から抽出した K+と Na+の濃度比を
生存性の指標として評価した場合，通常の凍結保存に比べその生存性が向上し，
コントロールの 90%以上まで達することを示した(4.11)．海馬組織の切片中には，
神経細胞以外にもグリア細胞や血管の細胞も多く存在し，当該研究では，それ
らの細胞を全て合わせた生存率を求めている．従って，神経細胞のみの生存率
は不明であるが，基本的には通常の凍結保存と比べ上昇していると考えられ，
分化型 PC12 細胞においてもガラス化保存の検討が望まれる． 
 
  
140 
 
4.6 まとめ 
前章で調べた生理食塩水中の神経様細胞の凍結・融解特性に対する凍結保護
物質の効果を調べるため，細胞膜透過型凍結保護物質である DMSO（10v/v%）
を添加した水溶液中の神経様細胞に対して，凍結挙動を調べると共に，凍結・
融解後の形態変化と生存性を調べた．まとめは以下のとおりである． 
1) 凍結様式の冷却速度依存性は，生理食塩水中の場合と定性的には同様である
が，細胞外凍結による細胞体の脱水・収縮・変形が軽減される．これは，DMSO
の効果により，各凍結温度での氷晶形成量が減り，細胞外氷結晶からの機械的
作用や，細胞内外の塩濃度の濃縮が抑えられるためである． 
2) 凍結･融解後の神経突起の形態変化は，生理食塩水中の場合と比較して大き
く軽減される．短小化はほとんど生じず，数珠状化は 4 割程度の突起で発生す
るが単位長さ当たりの個数は非常に少ない．神経突起の細胞骨格に関しても，
中間径フィラメントは，生理食塩水中の場合と比較してその変化が大幅に減少
する．これらの変化の明確な冷却速度依存性はみられないが，これは，本実験
条件の範囲内では，細胞内凍結する場合でも，氷結晶は細胞体内に留まり，神
経突起まではほとんど及ばないためと考えられる． 
3) 凍結・融解後の細胞の生存率は，生理食塩水中の場合と比較して，大幅に上
昇し，η~0.4 まで到達する．冷却速度に対しては，逆 U 字型の曲線を描くが，
これは，より冷却速度が速い条件では，細胞内凍結による細胞死が増加し，よ
り冷却速度が遅い条件では，細胞外凍結による浸透圧ストレスの影響が増大す
るためと考えられる． 
4) 分化型 PC12 細胞の凍結・融解後の生存率は，未分化型 PC12 細胞と比較し
て低い．従って，基本的に，PC12 細胞は分化することにより凍結耐性が低く
なるため，分化型 PC12 細胞の凍結保存にはより高度な技術が求められると考
えられる． 
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第 5 章  
 
結 論 
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本論文では，創薬分野において応用上必要な，神経突起を有する神経細胞の
凍結に関する基礎的特性を理解するため，基質に付着した神経様細胞に対する
凍結実験を行った．以下に結論を述べる． 
1) 第 1 章では，本研究の背景と目的について論じた．神経ネットワークを形成 
した細胞や組織を，そのままの状態で凍結保存が出来れば，神経細胞を用いた
薬剤スクリーニングの大幅な効率化が実現できると考えられるが，このような
研究は，まだ少なく，未解明な点が多い．また，当該細胞は，細胞体から多数
の細長い神経突起が伸びるという特徴的な形態を持つため，形態学的な基礎的
観点からも興味深い．そこで，本研究では，神経突起を有する神経細胞の凍結
に関する基礎的特性を理解することを目的とし，基質に付着した神経様細胞
（分化型 PC12 細胞）に対する凍結実験を行うこととした． 
 
2) 第 2 章では，まず，実験材料である分化型 PC12 細胞を効率的かつ安定的に 
準備するため，PC12 細胞の増殖・分化特性を実験的に調べた．本研究の範囲
内では，未分化型 PC12 細胞の安定な増殖と分化は，低血清濃度では実現しな
いが，高血清濃度では実現し，その定量的特性を調べ，分化率が最も高くなる
条件を明らかにした． 
次いで，実験結果の現象論的検討に基づいて，未分化細胞の増殖と分化にお
ける細胞数の時系列変化の反応速度論的定式化による数学モデルを展開し，基
礎方程式とその解析解を求めると共に，速度定数であるモデル定数のパラメー
タスタディにより，モデル特性を詳細に明らかにした． 
さらに，本モデルと PC12 細胞の実験結果に基づいた逆問題解析からモデル
定数を決定し，計算値が実験値の特性を良く模擬できることより，モデルの妥
当性を示した．本モデルで定義・提案した細胞の増殖・分化の速度定数は，細
胞固有の特性値として見なせ，本モデルを通して，細胞の増殖・分化特性を数
学的に記述できる． 
  
3) 第 3 章では，第 2 章の結果に基づいて準備した分化型 PC12 細胞に対して， 
まずは生理食塩水中において，凍結挙動を調べると共に，凍結・融解後の形態
変化とそれに及ぼす浸透圧ストレスの影響を調べ，さらに凍結・融解後の生存
性を調べた． 
凍結様式は，他の一般的な細胞と同様に，冷却速度が低い場合には細胞外凍
結であり，冷却速度の増加に従って，細胞内凍結の発生頻度が増加する．細胞
外凍結では，細胞体と神経突起は，共に脱水・収縮・変形する．細胞内凍結は，
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細胞体で優先的に起こり，細胞内を伝播し，冷却速度の増加に対して，神経突
起の根元から先端に向かう離れた位置まで氷結晶が及ぶ． 
凍結･融解後の細胞には，神経突起の数珠状化や短小化，細胞体の輪郭の不
明瞭化などの形態変化が生じ，最低到達温度の低下に対して助長される傾向を
示す．この神経突起の形態変化は，細胞の生死を問わず生じるため，致命的な
損傷ではないが，この変化に対応して，神経突起の細胞骨格に関しても，中間
径フィラメントの神経突起内の分布に同様の変化が生じる．また，同様の形態
変化は，塩化ナトリウムの等張から高張を経て等張へ戻る濃度変化に対しても
生じるため，浸透圧ストレスが凍結・融解後の細胞の形態変化に大きな影響を
及ぼすと考えられる． 
凍結・融解後の細胞の生存率については，最低到達温度の低下と共に単調減
少する．本実験では，生存率が変化する比較的高い温度範囲に注目しているた
め，凍結様式は主に細胞外凍結である．従って，凍結様式の違いに起因するよ
うな影響がないため，本実験条件の範囲内では，細胞の形態変化や生存率の冷
却速度依存性が小さい．  
 
4) 第 4 章では，3 章の検討で明らかにした凍結・融解特性に対する凍結保護物 
質の効果を明らかにするため，DMSO を添加した生理食塩水中の分化型 PC12
細胞に対して，上記と同様の検討を行った． 
凍結･融解後の細胞の神経突起の数珠状化や短小化は，生理食塩水中の場合
と比較して大きく軽減される．神経突起の細胞骨格に関しても，神経突起内の
中間径フィラメントは，生理食塩水中の場合と比較して均一に分布し，未凍結
状態の場合とほぼ同等の状態を示す．さらに，生存率も，生理食塩水中の場合
と比較して大幅に上昇する．これは，DMSO の効果により，細胞外凍結によ
る溶液効果や細胞外氷結晶からの機械的ストレスが軽減されたためと考えら
れる． 
生存率は冷却速度に対して逆 U 字型の曲線を描くが，神経突起の形態変化
の明確な冷却速度依存性は認められない．これは，本研究の範囲内では，細胞
内凍結する場合でも，氷結晶は神経突起までほとんど及ばないためと考えられ
る． 
 
 
以下に今後の課題について述べる． 
1) 本研究で展開した細胞の増殖・分化の数学モデルは，細胞の増殖・分化のプ 
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ロセス設計や予測などへの利用が期待されるが，より幅広い条件下の増殖・分
化プロセスに適用するためには，様々な環境因子に対するモデル定数の依存性
を詳細に解明する必要がある． 
 
2) 凍結・融解後の分化型 PC12 細胞の形態変化や死滅は，DMSO の添加によっ 
て，生理食塩水のみの場合と比較して軽減するが，細胞の高分子ゲルへの包埋
やガラス化保存の適用などにより，形態変化や生存率がさらに改善される可能
性がある． 
 
3) 凍結・融解後の神経突起には特徴的な形態変化が生じ，この変化は DMSO 
の添加によって大幅に軽減される．この形態変化が，神経突起の特徴的な機能
である情報伝達能に及ぼす影響を調べ，凍結保護物質によってどの程度改善さ
れるかを明らかにすることは，薬剤スクリーニングへの応用の観点から重要で
ある． 
 
4) 神経突起の形態変化の詳細な形成メカニズムについては良く分かっていな 
い．このメカニズムが解明されれば，より確実かつ効果的に，神経突起に対す
る損傷を抑制する方法の開発につながる可能性がある．
付 1 
 
 
 
 
 
 
付 録 
  
付 2 
A. 細胞培養に関する主な装置  
細胞を培養するには，体内と同じ環境に置くことが重要であり，細胞は恒温
装置（インキュベータ）内で培地ごと 37°C に維持しながら培養する．細胞を培
う培地の pH は，重炭酸バッファーで緩衝されており，気層の CO2 濃度を一定に
保つことに依り，適当な pH に維持することが可能であり，そのような機能をも
ったインキュベータを，CO2 インキュベータと呼ぶ．空気中の CO2 濃度はほと
んど 0%に近く，そのままでは培地から CO2 ガスが逃げ，培地の pH はアルカリ
性に傾いてしまう．通常は，95%空気，5%CO2 の気層の時，培地の pH が 7.4 に
保たれるが，細胞によっては 3~10%CO2 の間で変更される場合がある．本研究
で使用した PC12 細胞は，CO2 インキュベータ（APC-30D，アステック社製，日
本）（App.-fig. 1）を用い，37°C，10%CO2 環境下で培養した． 
細胞を扱う作業は無菌状態で行う必要があるため，基本的にクリーンベンチ
（MHE-130AJ，三洋電機バイオメディカ社製，日本）（App.-fig. 2）内で行った．
上または奥の壁から手前に向かって無菌空気が吹き出し，作業者の手前で吸い
込まれることにより，無菌作業する空間が作られる．空気は，孔径 0.22µm のメ
ンブレンフィルターを通して除菌している． 
細胞の洗浄や，細胞外液の交換のためには，細胞と細胞外液を分離させる必
要がある．そのため，懸濁液を遠沈管（Thermo Fisher Scientific 社製，アメリカ）
へ移し，遠心機（5100，久保田製作所社製，日本）（App.-fig. 3）を用いて遠心し
た．通常，細胞の遠心は，相対遠心力が約 200×g 程度で行うが，本研究では，
細胞に対するダメージを極力少なくするため，約 120×g 程度で行った． 
また，培養に関する廃棄物は，バイオハザードを考慮し，オートクレーブ
（KT-2346，アルプ社製，日本）（App.-fig. 4）による滅菌（120°C，2 気圧，20
分）後に廃棄した． 
  
付 3 
 
 
 
App.-fig. 1  Outlook of CO2 incubator (APC-30D) 
 
 
 
付 4 
 
 
 
 
 
App.-fig. 2 Outlook of clean bench (MHE-130AJ) 
  
付 5 
 
 
 
App.-fig. 3  Outlook of centrifuge (KUBOTA5100) 
 
 
付 6 
 
 
App.-fig. 4  Outlook of autoclave (KT-2346)  
 
  
付 7 
B. ホログラフィー顕微鏡 
デジタルホログラフィー顕微鏡（App.-fig. 5）によって，ホログラフィーの位
相差情報から，細胞の厚さ情報などが得られ，3 次元的な形態を時系列で観察す
ることができる．本研究では，実験材料の PC12 細胞の厚さの測定に本顕微鏡を
使用した． 
デジタルホログラフィー顕微鏡による観察・撮影の原理を App.-fig. 6 に示す．
ビームスプリッターで 2 分されたレーザ光は一方は物体光，もう一方は参照光
となる．物体光は物体を透過し対物レンズを通って参照光と干渉する．それに
よってできた干渉縞に参照光をもう一度あてることで参照光は回折され物体光
が再生される．物体光と参照光の位相のずれから得られる高さ（細胞の厚さ）
情報により 3 次元的形態を得ることができる． 
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App.-fig. 5 Outlook of holographic microscope (HoloMonitor M3) 
 
 
 
 
 
付 10 
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付 10 
C. 温度校正の詳細 
 App.-fig. 7 に温度測定の実験系の外観を示す．App.-fig. 8 は，方向性凝固ステ
ージ上での温度測定のための試料の外観と概略図である．2 本の熱電対をアロン
アルファでマイクロスライドに接着させ，ステージとマイクロスライドの間に
は微量のエタノールを注入した．App.-fig. 9 は，一様温度分布ステージ上での温
度測定のための試料の外観と概略図である．まず，PCS と GCS をアロンアルフ
ァで接着させた後，2 本の熱電対をアロンアルファで PCS に接着させた．更に，
熱電対をよりはがれにくくするため，熱電対と PCS の全体をグリースで覆った．
ステージと GCS の間はグリースで接着させた． 
 方向性凝固ステージ上で静止した試料の設定最低到達温度（TLs）と熱電対に
よって計測した最低到達温度（TLtc）の関係を App.-fig. 10 に示す．また，移動し
冷却・加温される試料の位置（ステージの高温側ブロックの端を基準とし，高
温側を正とする）と熱電対によって計測した温度（Ttc）の関係を，凍結挙動の
観察に用いる条件については App.-fig. 11 に示し，形態変化と生存率の測定に用
いる条件については，App.-figs. 12~17 に示す．App.-figs. 12~17 では，設定高温
側温度（THs），TLs，設定温度勾配（Gs），熱電対によって計測した温度勾配（Gtc），
試料の移動速度（V），熱電対によって計測した冷却速度（Htc）の数値表も示す．
Gtcはグラフ内に示した赤直線の勾配とした． 
一様温度分布ステージ上の試料の，TLsと TLtcの関係 App.-fig. 18 に示す．また，
冷却・加温過程の Ttcの時間変化の結果をApp.-figs. 19~21に示す．App.-figs. 19~21
では，UTDS のセンサーによる表示温度と設定温度（Ts）も示す．Htcはグラフ
内に示した赤直線の勾配とした．さらに，熱電対によって計測した冷却速度（Htc）
と設定冷却速度（Hs）との関係を App.-fig. 22 に示す． 
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App.-fig. 7  Outlook of system for measuring temperature of sample 
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App.-fig. 10  Relation between set minimum temperature and measured 
minimum temperature of sample on DSS 
 
 
 
 
 
 
 
 付 15 
 
App.-fig. 11  Temperature change of sample measured during cooling 
on DSS for observation of freezing behavior 
 
 付 16 
App.-fig. 12  Temperature change of sample measured during cooling on DSS 
for observation of morphological change and analysis of viability of post-thaw 
cells (TL=-0.8°C) 
 付 17 
App.-fig. 13  Temperature change of sample measured during cooling on DSS 
for observation of morphological change and analysis of viability of post-thaw 
cells (TL=-3.8°C).
 付 18 
 
 
 
App.-fig. 14  Temperature change of sample measured during cooling on DSS 
for observation of morphological change and analysis of viability of post-thaw 
cells (TL=-5.6°C). 
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App.-fig. 15  Temperature change of sample measured during cooling on DSS 
for observation of morphological change and analysis of viability of post-thaw 
cells (TL=-8.3°C). 
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App.-fig. 16  Temperature change of sample measured during cooling on DSS 
for observation of morphological change and analysis of viability of post-thaw 
cells (TL=-11.2°C) 
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App.-fig. 17  Temperature change of sample measured during warming on DSS 
for observation of morphological change and analysis of viability of post-thaw 
cells. 
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App.-fig. 18  Relation between set minimum temperature and measured 
minimum temperature of sample on UTDS.  
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App.-fig. 19  Temperature change of sample measured during cooling on UTDS 
with various cooling rate at TL=-80°C. 
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App.-fig. 20  Temperature change of sample measured during cooling on UTDS 
with fastest cooling rate at higher minimum temperature 
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App.-fig. 21  Temperature change of sample measured during warming on 
UTDS 
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App.-fig. 22  Reration between set cooling rate and mesured cooling rate on 
UTDS 
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D. 神経線維の凍結保存 
 例えば，四肢の大きな挫滅創で末梢神経線維の束が切断・欠損した場合，そ
のまま放置していては，中枢側より再生してきた神経線維は末梢側へと導かれ
ず，永久に神経の連続性は回復しない．切断端同士の距離が比較的短い場合は，
神経線維束を包む膜同士を縫合（接合）することにより，末端側の軸索は脱落
するものの，中枢側の軸索が末梢へ向かって再生し，再び感覚器官とシナプス
結合する(App.1)．しかし，欠損が大きく，切断端同士の距離が長く（ヒトでは約
20mm 以上）縫合が不可能な場合も多い．あるいは無理な操作を施して間隙を克
服することがかえって悪い結果をもたらすような場合，例えば，張力が強くか
かり過ぎ，知覚異常や痛みが残る場合もある．このような場合には，切断端の
間に橋渡しが必要になる．19 世紀末頃からこの目的のために種々の材料が用い
られてきた．例えば，脱灰骨，血管，筋膜，ナイロン系などが挙げられる．し
かし，橋渡しの材料としては，やはり神経線維自体を用いた場合に，最も軸索
再生が促進されるという研究報告が大多数を占めるようになった(App.2)． 
 橋渡しに用いる神経線維の供給源としては，これまで臨床的には，自家移植
片がもっとも良いとされている．自家移植片は，拒絶反応を生じず，移植片採
取後すぐに使えるため保存の必要もないからである．しかし，自家移植では，
患者自身の神経採取による機能的傷害を考慮すると，適用範囲に限界がある．
従って，神経再生を妨げる拒絶反応を効果的に抑制し，同種または異種移植に
よって，良好な神経線維の再生を得ることが望まれる．ここに神経移植に用い
る神経線維の保存の必要性が生じる． 
 このような移植に用いる神経線維の凍結保存は，ネットワークの連続性を保
ったまま凍結によりその機能を停止させ，後に機能を再び獲得させるための保
存とはかなり趣を異にしている．というのは，移植される神経線維は，移植に
よりそれ自身が神経機能を発揮するのではなく，中枢切断端より再生する神経
線維を末梢切断端にまで橋渡しをする役目を果たすものである． 
 Decherchi らは，ラットの手足から採取した神経線維を，50%の凍結保護物質
を含む溶液でガラス化保存し，移植後，神経の再生が良好に補助されることを
示した(App.3)．また，林らは，ヒトへの臨床応用の前段階として，サルの尺骨神
経を約 10v/v%のグリセリンで緩速凍結保存・急速融解し，移植後の神経再生補
助能が，非凍結の場合と同等であることを示したが，実験に使用したサルの頭
数が少ないため（各群 2 頭ずつ）今後更なる検討が必要である(App.4)． 
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